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Esta tese teve por objetivo desenvolver, implantar e avaliar a efetividade de um 
programa de monitoramento de temperatura de tennocicladores em laboratório de 
biologia molecular. Para garantir a qualidade da medição de temperatura, foi necessário 
adaptar um analisador de tennociclador e criar procedimentos para realizar as medições. 
O Programa foi implantado em 11 laboratórios do Instituto Nacional de Câncer (INCA), 
em um total de 41 termocicladores, dos quais 44% estavam inadequados ao uso. O 
-uunero de exames com recomendação para repetir foi utilizado como indicador de 
efetividade do Programa. Foram avaliadas duas amostras, com 102 e 141 exames, 
.:btidas em 2011 e 2013, respectivamente antes e depois da implantação do Programa. 
Houve redução de 18,9 pontos percentuais no número de exames. Em entrevista com 
;:-fofissionais, não foi relatada alteração nos demais fatores determinantes do 
desempenho do exame rearranjo t(9;22) BCR/ABL, nesse período. O custo operacional 
de repetição de exames foi estimado para a produção de exames em laboratórios do 
I'\ C:\ e para a produção no âmbito do Sistema Único de Saúde. Esses achados são um 
alerta quanto à necessidade de verificação sistemática da temperatura do termociclador, 
2.~ \ ezes negligenciada devido à confiança depositada no equipamento. 
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Elisa Abreu Santos 
April/2019 
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This study aimed to develop, implement and evaluate the effectiveness of a 
.hennocycler temperature monitoring program in a molecular biology laboratory. It was 
necessary to adapt a thermocycler analyzer and create procedures to ensure the quality 
-=,f the temperature measurement. The program was implemented in 11 laboratories of 
:hê Brazilian National Cancer Institute (INCA), in a total of 41 thermocyclers, ofwhich 
,,:..+0 o were unsuitable for use. The number oftests with a recommendation to be repeated 
.'. as used as an indicator of program effectiveness. Two data samples obtained before 
md after the program's implementation, with 102 and 141 tests from 2011 and 2013 
.espectively were evaluated. There was a reduction of 18.9 percentage points in the 
r.umber of tests. In the interview with the staff, there were no change in the other 
':êtênninants of the performance of the test t(9;22) BCR/ABL gene rearrangement in 
::....:s period. The operational cost of repeating the test was estimated for the INCA 
.::joratories and within the Unified Hea1th System (SUS). These findings have warned 
2:-out the need for systematic verification of the temperature of thermocyclers, which is 
~ = .netimes neglected due to the trust placed in the equipment. 
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I:\TRODUÇÃO 
A Reação em Cadeia da Polimerase (do inglês, Polymerase Chain Reaction - 
::leR) consiste de teste iu vitro baseado em reação bioquímica ativada por temperatura, 
~ :'m a finalidade de amplificar material genético em condição controlada. Representa 
.nportante técnica usada em laboratórios de biologia molecular para diversas 
~-.:1alidades. Na agricultura é usada em procedimentos para o melhoramento genético de 
e spécies (BRASILEIRO, 1998; FERREIRA, 1998). No direito forense aplica-se aos 
.e stes de paternidade e testes de apoio à criminalística (BONACCORSO, 2005). Na 
.:.~ça da saúde está amplamente presente em testes diagnósticos, como por exemplo, para 
.:. identificação das sequências gênicas ou do RNA/DNA dos vírus do HIV (BRASIL, 
.:: :113). Hepatite C (BRASIL, 20 II a), Hepatite B (BRASIL, 2016a), Dengue (BRASIL, 
.:::' 16b). Zika (BRASIL, 2017a), Chikungunya (BRASIL, 2015a); ou do DNA do bacilo 
':3 Tuberculose (Mycobacterium Tuberculosis) (BRASIL, 2011b), e ainda de rearranjos 
;~nicos nas Leucemias (BRASIL, 2014). Em oncologia a PCR é usada em estudos de 
~ zracterizações de tumores cancerigenos; no diagnóstico e prognóstico de cânceres; no 
':'~0mpanhamento de tratamento de pacientes; e ainda no aconselhamento de doenças 
- ereditárias (BRASIL, 2014; BRASIL, 2009b). 
O uso de técnica PCR no diagnóstico e no prognóstico de doenças oncológicas, 
::- ~de ser evidenciado no caso das Leucemias. Por exemplo, de 95% a 98% dos casos de 
:'_;;'Jcemia Mieloide Crônica (LMC) podem ser diagnosticados com exames PCRs 
~=.:.Iizados com amostra de sangue periférico dos pacientes, ou com amostra de medula 
: ssea (AMB, 2016; BRASIL, 2015b; BRASIL, 2014; BARBOSA et a1., 2000; MSAC, 
.:: :'i)-1-). 
A PCR desde sua invenção na década de 1980 continua se destacando como um 
métodos mais difundidos de análise de DNA. BLOW (2017) destaca que quase 
.: ':3.5 as estratégias de codificação de dados de DNA dependem da PCR para amplificar 
: _ copiar informações do DNA, ou da transcrição reversa da polimerase (do inglês, 
-:-~.:.n5criptase Reversa of Polymerase Chain Reaction - RT-PCR) para analisar RNA, 
~ :~10 é o caso dos rearranjos BCR-ABL nas Leucemias. Nesse sentido, POTAPOV et 
,':0 17) enfatizam que muitas tecnologias de sequenciamento de nova geração (do 
- ;:~5. Next Generation Sequencing - NGS) dependem da PCR como parte dos 
::- -: -= edimentos para a preparação das amostras, e, que os erros cometidos durante a PCR 
:: ~ e recem em dados de sequenciarnento, contribuindo para falsas mutações, variantes 
'-:::-itasmas, que levam a confundir as análises genéticas. 
Ainda com relação ao sequenciamento de DNA, PINTO et al. (2012) comentam a 
z ; una de estudos sobre o efeito da ineficiência da PCR para a interpretação de dados de 
'-:-~uenciamento, e pontua os vários fatores que afetam a otimização da PCR, tais como 
:: escolha do primer e as condições de termocicIagem; além da padronização correta da 
.eação PCR e sequenciamento. 
As condições de termociclagem são dadas, sobretudo, pelo tennociclador, o 
equipamenro que provê os ciclos de temperaturas necessários às reações em cadeia da 
J~llimerase. O termocic1ador é reconhecido como tecnologia estável e amplamente 
.itilizada na área do diagnóstico molecular (ECRI, 2013). No entanto, apesar de sua 
.mportância, SCHODER et a!. (2005) alertaram sobre a carência de estudos sobre o 
Jcsempenho do termociclador. Alguns trabalhos discutiram o uso inapropriado do 
.ermociclador, associado à ocorrência de resultados indesejados de PCR. SCHODER et 
.i', (2003) mencionaram que falhas nos padrões de resultados de PCR são atribuídos a 
ciclos inadequados dos tennocicladores. Além disso, foram associadas ao termociclador 
distorções no processo RAPD-PCR (SAUNDERS et al., 2001) e no processo Multiplex- 
PCR (KIM et a!., 2008). 
O uso apropriado do termociclador está associado à exatidão e a uniformidade das 
.e.nperaturas nos diversos poços do bloco térmico do equipamento. O controle das 
.emperaturas na PCR é fator detenninante para os desfechos dos resultados dos exames. 
Por exemplo, a falta de controle das temperaturas da PCR poderá levar a ocorrência de 
.esultados falsos negativos; ou gerar resultados inconclusivos, implicando nesses casos 
e:-:1 recomendações para a repetição do exame, e, gerando um maior gasto de insumos, 
:;:::11pO de pessoal qualificado, e de material de paciente, às vezes escasso e sem 
::': ssibilidade de outra coleta. 
A garantia da efetividade do uso do termociclador é dada essencialmente pelo 
~ : ntrole sistemático das temperaturas nos poços do bloco térmico, conforme citado pelo 
=- ::<égio Americano de Patologistas (do inglês, College of American Pathologists - 
=- -\P) (2012). Porém, a calibração de tennocicladores não é atividade compulsória 
-e=,ulamentada no país, quer por orientação da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
-\:'\YISA) ou do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia 
:\·\1ETRO). 
2 
o processo regulatório da ANVISA estabelece a obrigatoriedade do Registro do 
::-':: ~:pamento tennocicIador para fins de comercialização no Brasil. O Manual para 
:: :::;ularização de Equipamentos Médicos na ANVISA estabelece a Classe I para o 
::---iuadramento de risco sanitário do termocic1ador (BRASIL, 2009a). Nesta classe não 
,~~. exigidos certificados de calibração para o registro de equipamentos. Assim, não há 
::::,oratório acreditado na Rede Brasileira de Calibração (RBC/INMETRO) para a 
~:::lbração das temperaturas dos tennocicladores, e tampouco existe laboratório 
.:.::~editado na Rede Brasileira de Laboratórios de Ensaios (RBLE/INMETRO) para 
::eruar ensaios em termocicladores. Não é só no Brasil que não existe uma nonnativa 
especifica para a calibração de termocicladores, mesmo no cenário internacional isso 
:::mbém ocorre, a atividade de calibração de tennocic1adores não é compulsória. 
"-"OLAN et al., 2013). No Brasil, e em outros países, não existe uma metodologia 
- .. srmonizada para a verificação da temperatura de termocicladores (SPAN et aI., 2017; 
:SOCZA, 2017; SANTOS et a/., 2014). 
Por outro lado, existe uma tendência de aumento na intensidade de uso dos 
-quipamentos terrnocicladores, associada ao aumento crescente da demanda por exames 
.ie PCR no Brasil. Dados do Sistema de Informação Ambulatorial do Sistema Único de 
Saúde (SIASUS) revelam o crescimento da produção de exames genéticos no Brasil 
BR.ASIL,2017g). 
Os exames PCR são identificados como exames de genética no SIASUS. Foi 
.egistrado um aumento de 686% no ano de 2016 em relação ao ano de 2015 para esses 
exames, passando de 28.864 exames em 2015 para 198.014 2016 (BRASIL, 2017g). 
Este aumento pode ter sido ocasionado por problemas de alteração na forma de 
.ançamento dos exames na plataforma, incluindo a imprecisão da nomenclatura do 
SL-\SUS: 02.02.10.008-1: identificação de mutação/rearranjos por PCR, PCR sensível à 
metilação, qPCR e qPCR sensível à metilação. A Região Sudeste registrou um aumento 
.ie 1.216% na produção de exames neste período, passando de 15.257 exames em 2015 
.1 185.536 em 2016. A Região Sul teve crescimento de 4%, passando de 5.695 exames 
:10 ano de 2015 para 5.940 no ano de 2016. As Regiões Norte, Nordeste e Centro-Oeste 
apresentaram redução destes exames no período (BRASIL, 2017g). 
É importante ressaltar que essa discrepância na produção de exames entre as 
regiões, pode ser explicada pela carência de laboratórios com a infraestrutura necessária 
e recursos humanos capacitados para a realização de exames de biologia molecular, 
;:-rincipalmente nas regiões Norte, Nordeste e Centro-oeste. Embora aparentemente 
3 
e.dadeira pelo "senso comum", há que se ter cautela nesta conclusão com base apenas 
- : s dados do SIASUS. Por exemplo, para o caso de procedimentos relativos à 
-:-~;:\ enção e controle do câncer há de se considerar a gestão dos Centros de Alta 
= »nplexidade em Oncologia (CACONS) e das Unidades de Assistência de Alta 
~ .=,mplexidade em Oncologia (UNACONS). 
Não obstante, é razoável supor que este cenário de demanda crescente por exames 
z e biologia molecular deverá continuar, em decorrência de novas incorporações no 
S:stema Único de Saúde (SUS) de medicamentos biológicos, que geralmente demandam 
.: realização de um exame genético para indicação ou controle da terapia (BRASIL, 
:OI7b,2017c,2017d,2017e,20170· 
A ampla difusão de exames genéticos no SUS deve servir de alerta aos gestores 
sobre a importância do uso adequado e seguro dos materiais, procedimentos e 
.nfraestrutura existentes nos laboratórios de biologia molecular visando garantir a 
etetividade dos exames realizados. No caso do tennociclador, vale destacar, que o 
necessano gerenciamento da utilização dos tennocicladores, compreende o 
.nonitoramento do desempenho do equipamento, fundamental para garantir a 
~timização da realização de exames por PCR. Porém, embora essencial para a garantia 
da efetividade do termociclador, o controle sistemático da temperatura nos poços dos 
olocos térmicos não é uma atividade compulsória regulamentada. 
Um exemplo da importância desse monitoramento foi um estudo realizado no 
C entro de Pesquisas do Instituto Nacional de Câncer (INCA) para verificar o 
desempenho de termocicladores. O estudo foi realizado em dois ensaios distintos, o 
primeiro ensaio desenvolvido no Laboratório de Pesquisa Clínica e o segundo no 
Laboratório de Carcinogênese Molecular. Cada ensaio consistiu no preparo de 45 
amostras homogêneas e íntegras para a amplificação do gene b-actina em três 
termocicladores. Os tennocicladores foram usados simultaneamente, cada um 
recebendo 15 amostras. Resultados mostraram evidências de falhas no desempenho de 
66. 7~1o dos tennocicladores utilizados no estudo. Foram identificados poços de 
termocicladores com reações falhas ou com diferentes expressões gênicas. 
Esses resultados alertaram sobre a relevância e a justificativa para a realização da 
presente pesquisa, sobretudo quando consideradas as potenciais consequências dos 
exames por PCR com resultados indeterminados e os custos operacionais associados a 
repetição desses exames. 
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OBJETIVO 
Desenvolver e implantar um programa de monitoramento de temperatura de 
':~~1ocicladores e avaliar a sua efetividade mediante a influência de outros fatores 
~ -.erminantes da otimização de exames por PCR. 
Objetivos Específicos: 
- Adaptar o instrumento de medição de temperatura de tennocicladores. 
- Desenvolver os procedimentos para o monitoramento e controle de temperatura 
~:- termocicladores. 
- Identificar fatores determinantes para a otimização da PCR e avaliar as 
~ ondiçôes desses fatores no cenário do estudo. 
- Avaliar a efetividade do programa de monitoramento de temperatura de 
.crmocicladores. 
- Realizar estimativa de custo de repetição de exame. 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 
3.1 A reação em cadeia da polimerase 
A reação em cadeia da polimerase (PCR) é definida como uma técnica utilizada 
na biologia molecular para amplificar um fragmento do ácido desoxirribonucleico 
D::\A), gerando milhares ou milhões de cópias de uma determinada sequência de DNA. 
O DNA é formado por duplas fitas, em formato helicoidal, compostas pelos 
.íesoxirribonucleottdeos trifosfatos (dNTPs). Cada nucleotídeo é formado por uma base 
nitrogenada, uma pentose (desoxirribose) e um radical de ácido fosfórico, denominados: 
Adenina (dATP); Citosina (dCTP); Guanina (dGTP) e Timina (dTTP). Os nucleotídeos 
são interligados por pontes de hidrogênio. A Figura 1 ilustra a estrutura do DNA. 
Genoma = total de todos os cromossornos 
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Fonte: adaptado de VIERSTRAETE (2012). 
Legenda. Convenção: Adenina (dATP) representada em verde; Cítosina (dCTP) em azul; 
Guanina (dGTP) em preto; e Timina (dTTP) em vermelho. 
Figura 1: Estrutura do DNA. 
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A PCR é considerada uma técnica rápida, sensível e específica para a 
:::;lplificação de sequéncias de DNA, conhecidas como sequências alvo. Uma única 
·~,11écula de DNA pode ser amplificada exponencialmente produzindo milhões de 
~ 'pias de DNA. A PCR é a base para diversos procedimentos de um laboratório de 
':ologia molecular (WATSON et al., 2015). A PCR foi desenvolvida durante os anos 
: ,"ISO. pelo cientista Kary Banks Mullis e permitiu muitos avanços no estudo do DNA, 
:-:\ ando o seu descobridor a receber o prêmio Nobel de Química, em 1993. 
O dogma central da biologia molecular é formado por três processos, a síntese de 
I))JA (denominado replicação), a síntese de RNA (denominado transcrição) e a síntese 
de proteínas ( denominado tradução). Os processos de replicação e transcrição podem 
ser reproduzidos in vitro a partir da PCR. A multiplicação de cadeias de DNA, 
promovida ;11 vitro pela técnica PCR, é um mecanismo análogo ao que ocorre nos seres 
\ ivos para a replicação de DNA (WATSON et al., 2015). 
Para a realização da técnica PCR é usado o equipamento termociclador que provê 
as temperaturas necessárias à reação. Nos poços do tennociclador são colocados, em 
pequenos tubos, os materiais necessários para que ocorra a PCR. São usados: água 
ultrapura, moléculas de DNA a serem duplicadas (amostra de DNA alvo), os dNTPs, as 
seqüências de bases para iniciar a reação (primers), a enzima DNA polimerase e uma 
solução tampão contendo cloreto de magnésio (cofator da enzima DNA polimerase). 
Importante ressaltar que a PCR é uma reação enzimática. Ocorre somente com a 
presença de enzimas para catalisar, acelerar a reação. Mas, apenas com a descoberta da 
enzima Taq Polimerase, originalmente obtida da bactéria Thermus aquaticus, foi 
possível o desenvolvimento da PCR, visto que esta enzima suporta as temperaturas 
elevadas necessárias para a reação in vitro, em geral superiores a 92°C. 
O princípio da PCR envolve três etapas básicas ativadas pela temperatura, e 
repetidas em vários ciclos: a desnaturação, o anelamento e a extensão. O processo para 
a amplificação, multiplicação do número de cópias de DNA de interesse realizado na 
PCR ocorre basicamente promovendo-se a separação da dupla fita de um fragmento de 
DNA (desnaturação), alinhando-se uma sequência específica de bases nitrogenadas, 
primers, à nova fita simples (ane1amento), e completando-se essa sequência com 
dNTPS para a formação da nova fita dupla (extensão). A Figura 2 descreve e ilustra as 
etapas da PCR. 
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PCR: REAÇÃO EM CADEIA DA POLlMERASE 
30 - 40 ciclos de 3 passos: 
Passo 1: Desnaturação 
1 minuto 94°C 
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Fonte: adaptado de VIERSTRAETE (2012). 
Figura 2: Descrição do processo PCR, com as etapas de desnaturação, anelamento e 
extensão. 
Nas etapas da PCR, os tempos e as temperaturas podem variar de acordo com a 
padronização da PCR para uma determinada aplicação. A etapa de desnaturação (ou 
separação) da dupla cadeia de DNA, em duas cadeias simples e complementares, é 
ativada por temperaturas próximas a 95°C (usualmente 92°C a 96°C). É necessário 
observar o tipo de enzima DNA Polimerase e a recomendação de temperatura, e ainda o 
tempo suportado pela enzima. Pois, é importante proteger a enzima de altas 
temperaturas, e por outro lado, é necessário o uso de alta temperatura para romper as 
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· ;ações de hidrogênio entre os nucleotídeos complementares (MCPERSON et al., 
= :{'6: INNIS et aI., 1995). 
A etapa de anelamento (ou hibridização) é ativada por temperaturas próximas a 
::: ~: C para os iniciadores de reconhecimento, sequências de bases nitrogenadas 
cenominadas primers, realizarem o emparelhamento com suas sequências 
.omplementares nas cadeias simples de DNA. A temperatura de anelamento varia de 
acordo com os primers utilizados e com a quantidade de bases usadas na reação PCR, a 
depender da temperatura de melting (Tm). O CAP (2012) recomenda que a temperatura 
de anelamento seja calculada em função da Tm. 
A temperatura de melting, ou o ponto de fusão do DNA, é a temperatura à qual 
~ 0° o das moléculas de DNA encontram-se como cadeia simples, ou a temperatura na 
qual 50% dos fragmentos da amostra de DNA alvo já estão pareados com os primers. 
Esta temperatura depende do tamanho dos produtos de amplificação (ampliconsi e das 
quantidades de bases nitrogenadas dos primers a serem usadas na reação. A Equação (1) 
expressa a Tm em função das quantidades de bases nitrogenadas (G-guanina, C- 
citosina, A-adenina e T-timina) usadas na reação (MCPHERSON et ai., 2006; INNIS et 
li I., 1995). 
Tm = «Número de G+C) x 4°C + (Número de A+T) x 2°C) (1) 
A etapa de extensão (ou síntese) é ativada por temperaturas próximas a noc para 
ativar o prosseguimento do pareamento dos nucleotídeos na sequência definida pela fita 
simples do DNA da amostra. As propriedades da enzima DNA Polimerase são usadas 
para catalizar à reação, dar condições de estabilidade e continuidade à reação iniciada 
pelos primers. São acrescentados os dNTPs complementares à fita de DNA. A enzima 
DNA polimerase atua catalisando a ligação de um dNTP a uma ligação OH livre da 
pentose, na extremidade 3'. Assim, a direção da construção da nova dupla fita de DNA, 
será na direção da extremidade 5' para a extremidade 3' (WATSON et al., 2015). Na 
Figura 2 podemos observar as extremidades citadas. 
As três etapas da PCR são repetidas ciclicamente. A cada ciclo ocorre a 
duplicação das moléculas de DNA, obtendo-se uma amplificação exponencial. Os 
protocolos PCR determinam o número de ciclos em cada etapa do processo, que são 
definidos em função da técnica a ser usada e das características do conjunto de 
elementos necessários na reação. O tempo total decorrido nos protocolos PCR varia de 
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.erca de 120 minutos na ciclagem convencional ou típica, a cerca de 70 minutos nos 
::-~~)cedimentos multiplex, 50 minutos nos procedimentos RAPD (do inglês, Randomly 
.; mplified Polymorphic DNA) e 35 minutos nos equipamentos conhecidos como fast 
?CR, por exemplo. Os procedimentos multiplex e RAPD serão descritos a seguir, e o 
<1ST PCR no item 3.2.1. A Figura 3 mostra um diagrama exemplificando a amplificação 
exponencial da reação PCR. 
\: .• :\ \ ,·I~f:.":'~· l'I')'n 
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Amplificação ExponenciaJ 
---_ gene desejado 
Amostra de DNA 
22 = 
4 cópias 8 cópias 16 cópias 32 cópias 2,6 = 63 bilhões de cópias 
Fonte: adaptado de VIERSTRAETE (2012). 
Figura 3: Diagrama exemplificando a amplificação exponencial da reação PCR. 
A técnica da PCR continua a ser usada, testada e validada para diversas 
aplicações. Outros procedimentos decorrentes da PCR foram desenvolvidos e 
incorporados ao conjunto de técnicas aplicadas em biologia molecular; tais como: 
RAPD: Denominado DNA polimórfico amplificado ao acaso, ou, do inglês 
RAPD-randomly amplified polymorphic DNA, tem como princípio a amplificação pela 
PCR de regiões aleatórias do DNA. A estratégia consiste na utilização de sequência 
aleatória de único primer, primers decâmeros (compostos apenas por dez nucleotídeos), 
em alternativa a par de primers compostos de cerca de 20 nucleotídeos. Quando as 
amostras de DNA são submetidas à PCR, os primers se anelam às regiões da amostra de 
DNA que sejam complementares. O RAPD é usado para a detecção de polimorfismo 
(WILLIAMS et al., 1990), na microbiologia é usado para a tipagem de bactérias, 
leveduras, fungos filamentosos e na agricultura para a identificação de cultivares. 
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PCR multiplex: Na PCR multiplex são usados múltiplos pares de primers, 
:.-~omovendo a amplificação de diferentes segmentos de DNA alvo, em um só tubo, em 
_:113 só reação. A PCR multiplex é útil para testar vários agentes infecciosos que podem 
ser detectados e diferenciados em um único tubo de reação ao mesmo tempo. Outra 
2;:,licação comum é a investigação de paternidade, onde vários marcadores genômicos 
.ievern ser analisados (BEST et al., 2016). 
Nested PCR: Conhecida como PCR em ninho. São usados dois pares de primers 
complementares à sequência alvo, a fim de aumentar a sensibilidade e a especificidade 
da PCR. Inicialmente é realizada a amplificação com um par de primers, denominado 
.:Jrimcrs extemos, e, posteriormente, o produto desta PCR é amplificado com o outro par 
de primers, denominado internos, que utilizará como amostra de DNA alvo, os 
fragmentos multiplicados na primeira reação (BRUNO, 2017). 
RT-PCR: Denominada transcrição reversa da reação em cadeia da polimerase, 
este tipo de PCR é usado para amplificar RNA. Devido não ser possível a enzima DNA 
Polimerase usar RNA como amostra alvo, é necessário primeiro fazer a transcrição 
reversa do RNA mensageiro, o mRNA, para o DNA complementar, o cDNA. Após, 
prossegue-se normalmente com a PCR. Assim, inicialmente realiza-se a reação com a 
enzima transcriptase reversa e a amostra de RNA alvo. A ação da enzima determina a 
síntese de moléculas de DNA complementar ao RNA, que é então amplificado por PCR. 
Esse tipo de PCR permite análise da expressão de genes a partir de moléculas de RNA 
mensageiro. 
3.1.1 Exemplo de aplicação 
Um exemplo de aplicação da técnica RT-PCR é a detecção do Rearranjo 1(9;22) 
BCR/ABL, o qual é considerado o padrão ouro para o diagnóstico de Leucemia Mieloide 
Crônica (LMC), devido a sua sensibilidade e por dispensar coleta de amostra de medula 
óssea para a realização do exame (BEST et al., 2016; REIS et al., 2019). 
° rearranjo formado pela translocação t(9:22) é caracterizado pelo gene híbrido 
BCRlABL denominado cromos somo Philadelphia, Nessa translocação, o gene ABL do 
cromossomo 9 se associa a uma porção de um gene no cromos somo 22, denominado 
BCR. No exame Rearranjo 1(9;22) BCRlABL, por RT-PCR multiplex, é realizada a 
identificação dos transcritos b2a2, b3a2 ou e 1 a2. Esses transcritos determinam as 
localizações dos exons (sequências de nucleotídeos presentes no gene) onde ocorrem os 
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:- .mtos das quebras no gene BCR do cromossomo 22, que estão relacionados à LMC 
3A.RBOZA et al., 2000; ANDRADE, 2008; REIS et al., 2019). 
Um procedimento típico para a realização do exame Rearranjo 1(9;22) BCR/ABL, 
::'Jr RT -PCR Multiplex, utiliza vários pares de primers a fim de detectar os transcritos 
J;:- interesse. O gene BCR normal é amplificado como controle interno. O controle 
cositivo da reação é feito com a amplificação da linhagem celular K562 (BARBOZA et 
.: .. 2000; ANDRADE, 2008). 
O controle interno consiste de um fragmento de DNA adicionado a cada amostra 
para a amplificação, o qual leva sempre a um resultado positivo, por isso é usado para 
monitorar a amplificação de cada amostra da reação. O controle interno tem de ser o 
mais semelhante possível ao DNA alvo, mas com uma característica que o distinga 
deste; caso haja inibição da amplificação o ensaio deve ser repetido (OLIVEIRA, 2008). 
3.2 Os termocicladores 
Os termocicladores são compostos de bloco com poços térmicos para o 
recebimento de tubos de amostras para a operação dos ciclos de temperaturas da reação 
PCR. Os ciclos de temperaturas são programáveis pelos usuários no painel de controle 
do termociclador para a execução das variações sistemáticas de temperaturas 
(BOMMER e/ aI., 2009). No bloco termoelétrico a temperatura nos poços do bloco de 
amostra é dependente da massa térmica deste bloco e ainda da eficiência do processo de 
aquecimento-resfriamento de todo o bloco termoelétrico (BOMMER et al., 2009). O 
bloco tennoelétrico dos termocicladores, ilustrado na Figura 4, compreende 
basicamente três componentes, mostrados na Figura 5 e descritos a seguir: 
• Componentes tennoelétricos operam tipicamente seguindo os princípios do 
efeito Peltier. Tratam de semicondutores denominados elementos Pellier que 
atuam na geração das temperaturas para o bloco de amostras. Tais elementos 
quando associados a sensores e a outros dispositivos atuam também no 
controle das temperaturas (WOODS, 2010). Estas estruturas Peltiers são 
formadas por único elemento ou por até 8 elementos Peltiers independentes. 
• Um bloco constituído de material com boa condução térmica, comumente o 
alumínio, com poços para receberem pequenos tubos de amostra para a 
reação PCR, denominado bloco de amostras. 
• Um dissipador térmico usado para melhorar a eficiência nas trocas de calor 
do conjunto dos elementos Peltier e o bloco de amostras com o ambiente. 
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Figura 4: Foto de bloco termoelétrico de 96 poços destacando o bloco de amostras e o 
dissipador térmico. 
Figura 5: Ilustração dos componentes básicos de um bloco termoelétrico com 2 células 
Peltiers. 
3.2.1 Características dos termocicladores 
Ao longo do tempo o equipamento termociclador passou por algumas inovações 
tecnológicas. Quer inovações incrementais, tais como: a) modificação no circuito 
térmico para maior estabilidade com a configuração dos atuais sistemas Peltier; b) 
tampa aquecida para o fechamento do bloco térmico; c) mudanças na apresentação do 
tamanho dos blocos de amostras (48, 60, 96, 384 poços); e d) alterações de software 
tanto para a melhoria da programação dos protocolos quanto adaptações específicas 
para aceleração do processo PCR nos chamados fast PCR. A principal melhoria 
reconhecida foi incorporada ao termociclador qPCR, também denominado 
termociclador quantitativo ou termociclador em tempo real; que introduziu mecanismo 
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.ie detecção e quantificação por fluorescência e técnicas computacionais para a 
.iererminação dos resultados da amplificação e visualização em tela de computador. A 
'. isualização dos resultados da PCR em tempo real representa vantagem em relação à 
.écnica de eletroforese em gel usada para visualizar os fragmentos de DNA após 
zmplificação no termociclador qualitativo. 
Outra inovação diz respeito ao tennociclador digital, uma nova abordagem do 
:;PCR, que apresenta especial melhoria devido ao uso do método de quantificação 
absoluta de DNA, que permite a contagem de moléculas e detecção de genes raros. 
Além disso, estas novas tecnologias motivaram o crescimento da industrialização 
de diversos insumos para a operação das técnicas PCR e de kits laboratoriais para a 
detecção rápida e eficaz de doenças causadas por bactérias e vírus. O qPCR em especial 
tem se mostrado tecnologia promissora, pois, juntamente com as plataformas para 
sequenciamento de DNA, são considerados importantes para o desenvolvimento da 
prometida medicina personalizada (ou medicina especializada), a qual traz o conceito 
potencial de utilizar análises moleculares individuais para casos de diagnóstico e 
terapia, ou mesmo para a predisposição de um indivíduo ao sucesso de dado tratamento 
farmacológico, dentre outras finalidades. 
Ainda assim, a técnica PCR qualitativa ou convencional, vinculada ao 
tennociclador convencional, objeto do presente estudo, continua a ser o procedimento 
mais comumente utilizado nos laboratórios de biologia molecular. A grande vantagem 
desta técnica é o seu relativo baixo custo, a versatilidade e diversidade de possibilidades 
de utilização e ampla disseminação nos laboratórios de biologia molecular. 
3.2.2 Termociclador em um laboratório de biologia molecular 
Um laboratório de biologia molecular tem classificação de nível de biossegurança 
2 (NB-2), devido envolver manipulação de sangue humano, líquidos corporais, tecidos 
ou células humanas onde a presença de um agente infeccioso pode ser desconhecida. A 
resolução RDC n" 50 da ANVISA (BRASIL, 2002) estabelece requisitos de 
infraestrutura física para o funcionamento desses laboratórios, tais como ambientes 
independentes com fluxo unidirecional para pré- PCR e pós- PCR. São amplamente 
recomendadas áreas limpas (NB-2) para as preparações de amostras, e fluxo operacional 
unidirecional planejado para minimizar a contaminação e os resultados falsos positivos 
(WEISSEINSTEINER et aI., 2007; CAP, 2012; CDC, 2009; NIH, 2013; NHS, 2013). 
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Um laboratório de biologia molecular utiliza áreas separadas e independentes para 
-s passos básicos de realização dos exames por PCR, denominadas pré e pós-PCR. A 
~igura 6 mostra um diagrama com as áreas de um laboratório de biologia molecular. 
RI§.~PCR ~ ~. _',- _,- '-"",-- 
Master Mix 
Figura 6: Áreas independentes e fluxo do processo de realização de um exame por PCR. 
As áreas pré-PCR são: a) a sala de preparação do master mix (preparação e 
mistura de dNTPs, primers, enzima DNA Polimerase e outros materiais); e b) a sala de 
extração de DNA e preparação das amostras para a amplificação. São consideradas 
áreas pós-PCR: a) a sala de amplificação das amostras no termociclador; e b) a sala para 
a realização da eletroforese. 
A eletroforese utilizada para a visualização dos resultados da amplificação do 
DNA nos termocicladores qualitativos tem como princípio o deslocamento da molécula 
de DNA de carga negativa em direção ao polo positivo de um campo elétrico, através de 
uma matriz com gel. As moléculas são separadas de acordo com o seu tamanho, os 
maiores fragmentos são registrados próximos ao ponto de aplicação e os menores 
fragmentos que migram mais rápido são registrados em áreas mais afastadas do ponto 
de aplicação. À molécula de DNA é acrescentado material corante para ativar a 
tluorescência do DNA e permitir o subsequente registro fotográfico do resultado da 
amplificação (WATSON eta!., 2015). 
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~ REVISÃO DA LITERATURA 
A revisão da literatura teve como objetivo identificar os fatores determinantes da 
_~Jalidade do exame PCR. Foi realizada utilizando múltiplas estratégias de busca nos 
~ -,rtais: Web of Science e Biblioteca Virtual em Saúde, que inclui o Pubmed. 
As seguintes palavras chaves foram usadas como núcleo principal das estratégias 
.ie busca: 
=olvmerase chain reaction: diagnos"; iudicator; performance; quality control; quality 
.i-. surattce; quality improvement; effectiveness; assessment; guidelines; standard"; 
=ractice; accreditation; laboratory; molecular; thermal cycler; thermocycler 
As buscas levaram a identificação de literatura relevante quanto a: 
• Recomendações Guidelines da Qualidade em Laboratórios de Biologia 
Molecular sobre Boas Práticas de Laboratório Acreditação e Padrões de 
Qualidade em Laboratórios (CDC, 2009; OECD, 2015; NIH, 2013; 
RCPATH, 2006; NHS, 2013; WHO, 2009; CAP, 2012; JCI, 2010; EPA, 
2004); 
• Descrição conceitual sobre a reação PCR (INNIS et aI., 1995; 
WEISSEINSTEINER et aI., 2004; MCPHERSON et aI., 2006; DEGEN et 
aI., 2006; ALTSHULER, 2006; KENNEDY et al., 2011; NOLAN et aI., 
2013;); 
• Artigos sobre o desempenho do termociclador (SAUNDERS et aI., 2001; 
SCHODER et aI., 2003; SCHODER et aI., 2005; KIM et aI., 2008). 
Foi obtido o total de 431 trabalhos, dos quais 20 trabalhos foram considerados 
para identificar quais são os fatores importantes para garantir os resultados esperados da 
PCR. 
A partir da literatura foi identificado que a otimização dos exames PCR é 
dependente da qualidade e da quantidade dos elementos que compõe a reação, do ajuste 
da temperatura para realizar a reação, dos componentes que dizem respeito à 
infraestrutura do laboratório e da capacitação de pessoal técnico para executar os 
procedimentos. Os fatores críticos para a otimização da PCR, identificados na literatura, 
foram resumidos e são descritos na Figura 7. 
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Figura 7: Fatores básicos determinantes da qualidade da PCR. 
Com relação aos elementos que compõe a reação, foram identificados: a amostra 
de DNA alvo da reação; a enzima DNA Polimerase termoestável usada para catalisar a 
reação, os dNTPs, ou bases nitrogenadas, usados para compor o material à ser 
amplificado; e os primers, sequências específicas de bases nitrogenadas, usados para 
iniciar a reação. São ainda componentes importantes na reação, os outros materiais, 
como a solução tampão contendo magnésio e os controles de amostra e controles 
negativos e positivos. 
A seleção do método de obtenção da amostra de DNA alvo é mencionada com 
especial destaque para a otimização da PCR, pois é responsável por garantir pureza, 
homogeneidade e integridade à amostra (WEISSEINSTEINER et al., 2004). 
A enzima DNA Polimerase termoestável confere estabilidade a PCR, assim o tipo 
da enzima irá definir a temperatura e o tempo de desnaturação, importantes para ativar a 
enzima, e mantê-Ia íntegra e sem danos, em condição de atividade ótima 
(MCPHERSON, 2006; DEGEN, 2006; INNIS, 1995). A enzima DNA Polimerase 
influencia na força iônica da reação e na quantidade de material genético amplificado 
(WEISSEINSTEINER, 2006; DEGEN, 2006). MCPHERSON et al. (2006) e INNIS et 
al. (1995) recomendam limitar o tempo de aplicação de altas temperaturas na etapa de 
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.iesnaturação, a fim de proteger e prolongar a vida útil da enzima DNA Polimerase. 
-\lertam, por exemplo, que em geral, temperaturas acima de 97,5° C aplicadas por 
.empo superior a 5 minutos, tem potencial para danificar a enzima termoestáveL As 
caracteristicas da enzima DNA Polimerase também têm influência na programação da 
etapa extensão. INNIS et al. (1995) recomenda que a etapa de extensão seja programada 
~111 uma temperatura que favoreça a plena atividade da enzima tennoestáveL 
A qualidade dos dNTPs e primcrs é importante para eliminar resíduos 
contaminantes que possam inibir a reação bioquímica. Já a observância das quantidades 
de dNTPs e primers usadas na PCR é citada como fundamental para formar soluções 
equilibradas de modo a minimizar a taxa de erro e aumentar a eficiência das reações 
IDEGEN, 2006). O planejamento da sequência e da concentração dos nucleotídeos na 
formação dos primers é fundamental para viabilizar o início dos ciclos de duplicações 
de fitas de DNA, deve-se atentar para o desenho correto dos primers. 
(WEISSEINSTEINER et ai., 2004; DEGEN et ar, 2006; MCPHERSON et ar, 2006; 
ALTSHULER, 2006; EPA, 2004; KENNEDY, 2011; CAP, 2012). 
Outros materiais, como, a solução tampão contendo magnésio e os controles 
negativos e positivos, são citados na literatura. O magnésio tem papel fundamental para 
a ativação da enzima e eficiência da PCR, visto ser cofator da enzima DNA polimerase. 
A solução tampão é usada para garantir o pH e as concentrações iônicas adequadas à 
reação (DEGEN et al., 2006; WEISSEINSTEINER et al., 2006; MCPHERSON et al., 
2006). É importante observar a recomendação expressa dos fabricantes das enzimas 
para compor a solução tampão e o magnésio a serem usados na reação. Da mesma 
forma, deve-se observar a qualidade dos controles a serem usados nos procedimentos; 
utilizando-se controles de qualidade de amostra e de resultados, adequadamente 
qualificados (CAP, 2012; CDC, 2009; EPA, 2004; MCPHERSON et ar, 2006; DEGEN 
et aI., 2006). 
Com relação às temperaturas da reação PCR, são citados os seguintes 
componentes que podem comprometer estas temperaturas, inviabilizando a reação: o 
cálculo da temperatura de melting e a temperatura de ane1amento que é considerada a 
temperatura mais crítica para o sucesso da PCR (DEGEN et al., 2006; MCPHERSON et 
al., 2006); a programação dos ciclos de temperaturas; e as temperaturas geradas pelo 
equipamento tennociclador (CAP, 2012). 
A temperatura de anelamento é fator crítico para o alinhamento dos primers, e 
consequentemente para a eficiência da PCR (MCPHERSON et al., 2006). O CAP 
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::(12) recomenda que a temperatura de anelamento seja calculada em função da 
.ernperatura de melting. Já o cálculo da estimativa da temperatura de melting deve 
.onsiderar as quantidades dos dNTPs usados nas sequencias dos primers 
\lCPHERSON et aI., 2006; INNIS et aI., 1995). 
O CAP (2012) destaca que a programação dos ciclos de temperaturas e a exatidão 
ias temperaturas do termociclador são fundamentais para o bom desempenho de todo o 
processo de realização da PCR. Erros nas temperaturas da PCR podem ocasionar falhas 
na amplificação, quer impedindo totalmente, ou parcialmente a realização da PCR. A 
programação dos ciclos de temperaturas das etapas da PCR deve considerar as 
quantidades e especificidades dos componentes usados na reação (MCPHERSON et al., 
:006; INNIS et a!., 1995). Por exemplo, o tipo de enzima DNA polimerase irá 
influenciar a determinação de ciclos de temperaturas da PCR. 
Quanto aos componentes externos da reação o CAP (2012) recomenda que o 
ambiente de preparação da amostra de DNA e o ambiente de preparação dos 
componentes da reação devam ser limpos e independentes do ambiente de realização da 
amplificação. O Centro de Controle e Prevenção de Doenças (do inglês, Center for 
Disease Control and Prevention - CDC) (2009) ressalta que o fluxo de trabalho do 
laboratório requer planejamento, de modo a não favorecer a contaminação cruzada e 
não gerar resultados falsos positivos. A falta de exatidão dos volumes das pipetas e o 
descontrole das temperaturas nos poços dos termocicladores são mencionados como 
fatores críticos; ambos podem levar à falha da reação, conduzindo a resultados de 
exames indefinidos ou falsos negativos (CAP, 2012; coe, 2009; NIH, 2013; NHS, 
2013). 
Os resultados falsos negativos, ou os resultados indefinidos, podem ser gerados 
não somente devido à falta de exatidão dos termocicladores na geração e controle dos 
ciclos de temperatura, mas também devido a vários outros fatores citados na literatura. 
Dentre os quais: a falta de qualidade da amostra de DNA; as quantidades e 
características dos componentes da reação (a enzima tennoestável, os dNTPs e os 
primers) e solução tampão; o cálculo da temperatura de anelamento, a definição do 
ciclo de desnaturação e a programação dos ciclos térmicos. Os resultados falsos 
positivos podem estar associados à contaminação do termociclador, assim como de 
pipetas, amostras, soluções e insumos; quando há ocorrência de falha no controle de 
áreas limpas e fluxos unidirecionais do laboratório, e erros decorrentes de trocas de 
amostras. 
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o CAP (2012) recomenda a definição de procedimentos, com protocolos escritos, 
.estados e validados para as condutas de operacionalização de exames de biologia 
.nolecular. Faz recomendações quanto a necessidade de qualificação de recursos 
aumanos e para a organização de procedimentos de manutenção preventiva e 
\ erificação de parâmetros dos equipamentos envolvidos no exame. Os equipamentos de 
.aboratório devem ser mantidos de forma consistente com testes seguros e confiáveis 
realizados periodicamente. As pipetas e os tennocicladores são equipamentos citados 
com especial importância para o processo de realização da PCR. De forma geral, os 
procedimentos recomendados para o controle da qualidade de laboratórios de biologia 
molecular incluem verificações de especificações de desempenho de equipamentos, 
competência de pessoal especializado e gestão de registros, relatórios e amostras de 
pacientes (CAP, 2012; NIH, 2013; lCI, 2010; OECD, 2007; RCPATH, 2006; NHS, 
2013; WHO, 2009; CDC, 2009). 
Como visto, a natureza dos fatores básicos determinantes da PCR está relacionada 
à qualidade dos materiais adquiridos, mantidos e utilizados na reação; assim como à 
qualificação e experiência dos profissionais envolvidos no planejamento e na execução 
da PCR; e à infraestrutura física do laboratório e exatidão de parâmetros dos 
equipamentos. Em que pese à adequada gestão de equipamentos médico-hospitalares, 
destacam-se a necessidade de calibração de volume das pipetas e de verificação de 
temperatura dos termocicladores. 
A calibração de pipetas é atividade certificada por laboratórios acreditados pelo 
INMETRO. São encontrados no mercado vários laboratórios fornecedores de serviço de 
calibração de volumes de pipetas, pertencentes à Rede Brasileira de Calíbração (RBC). 
No entanto, não há laboratórios que realizem a atividade de calibração de temperatura 
de termocicladores na RBC. 
No entanto, o mau desempenho do termociclador foi discutido por alguns autores. 
SAUNDERS et a!. (2001) relataram um estudo inter laboratorial apontando distorções 
na reprodutibilidade no processo RAPD-PCR. SCHODER et a!. (2003) apontaram que 
os ciclos inadequados do termociclador interferem diretamente na desnaturação e no 
anelamento, tendo como consequência resultados falsos negativos na PCR. KIM et a!. 
(2008) estabeleceram relação direta dos perfis de temperaturas de termocicladores com 
as falhas de sensibilidade no processo Multiplex-PCR. 
O uso apropriado do termociclador está associado à exatidão das temperaturas nos 
diversos poços do equipamento por meio da calibração de temperatura, o que ainda não 
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é prática comum, devido a não existência de procedimento validado para a certificação 
da calibração da temperatura dos termocicladores. É importante o desenvolvimento de 
regulamento específico para a calibração da temperatura do termociclador, com a 
finalidade de viabilizar a aplicação de normas técnicas vigentes no Sistema da 
Qualidade. 
Atualmente o Sistema da Qualidade recomenda um conjunto de normas técnicas 
para a melhoria da qualidade de equipamentos e de laboratórios na área da saúde, as 
quais são adota das por diversos organismos internacionais, tanto para a avaliação da 
conformidade de equipamentos médicos quanto para a acreditação de laboratórios 
clínicos e ainda para o reconhecimento da atividade de acreditação de laboratórios de 
ensaios e calibrações. No Brasil, estas nonnas foram internalizadas, respectivamente, 
como: 
ABNT NBR ISO 14971:2009 Produtos para a saúde - Aplicação de 
gerenciamento de risco a produtos para a saúde (ABNT, 2009); 
ABNT NBR ISO 15189:2015 Laboratórios clínicos - Requisitos de qualidade e 
competência (ABNT, 2015); 
ABNT NBR ISO/IEC 17025 Requisitos gerais para a competência de laboratórios 
de ensaio e calibração (ABNT, 2010). 
Não obstante, os representantes dos fabricantes de tennocicladores dispõem de 
oferta de serviço de verificação da temperatura de termocicladores, sem, no entanto, 
divulgarem os regulamentos técnicos ou as normas técnicas adotadas para a execução 
dessa verificação. Assim, os procedimentos para a verificação da temperatura de 
termocic1adores são de domínio dos fabricantes. Não há procedimento validado, 
harmonizado, reconhecido e implantado para a certificação da temperatura dos 
termocicladores. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 
o desenvolvimento do presente trabalho cronologicamente precede ao início do 
doutorado, que ocorreu em 2014. O preâmbulo ocorrido no período de 2011 a 2014 foi a 
fase que ocorreu a percepção da magnitude do problema, a partir de uma avaliação da 
necessidade de manutenção de termocicladores do INCA. Nessa fase houve um 
embasamento sobre as condições necessárias para viabilizar o projeto de tese. A 
Figura 8 é uma representação da evolução cronológica das etapas do trabalho. 
Este capítulo foi organizado para ser apresentado em três etapas: pré-implantação, 
implantação e avaliação da efetividade do programa de monitoramento de temperatura 
de termocicladores. A Figura 9 descreve as etapas básicas do trabalho . 
• Pré Implantação 
• Estabelecimento da infraestrutura para a verificação de temperatura 
• Estudo sobre os fatores que influenciam a medição de temperatura de termocicladores 
Implantação 
-Ensaio para avaliação do desempenho de termocicladores 
-Implantação parcial do programa em laboratório do CEMO/INCA 
• Monitoramento, verificação e correção da temperatura de termocicladores 
1iM'!ll!ilUlI_ U.!MMntô ~_Q_"_~_ 
• Aprimoramento da infraestrutura e dos procedimentos para a verificação de temperatura 
=Definição dos instrumentos e fontes de dados para a coleta de dados 
=Definição do projeto de tese com base nos achados iniciais 
-Pré Implantação 
• Estimativas de incerteza de medição de temperatura nos poços do termociclador 
-Implantação completa do programa no INCA 
• Verificação da temperatura e diagnóstico da condição de uso de termocicladores 
• Correção da temperatura de termocicladores 
• Monitoramento da temperatura de termocicladores 
·Avaliação da efetividade 
• Coleta de dados para a avaliação do programa em laboratório do CEMO/INCA 
-Análíse de dados 
-Avaüação da efetividade 
• Estimativas de impacto em termos de custo de repetição de exames 
Figura 8: Evolução temporal das etapas do trabalho 
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Figura 9: Descrição das etapas básicas do trabalho. 
5.1 Pré-implantação do programa de monitoramento de temperatura de 
termocicladores 
A etapa de pré-implantação teve por objetivo desenvolver os requisitos para o 
programa de monitoramento de temperatura de termocicladores. Consistiu na adaptação 
e calibração do instrumento de medição de temperatura, na avaliação dos fatores que 
influenciam na medição de temperatura do termociclador, na estimativa das incertezas 
de medição dessas temperaturas, e na definição dos procedimentos do programa. 
5.1.1 Procedimentos para a avaliação do sistema de medição da temperatura 
a) Adaptação de sensores para a medição da temperatura 
Os testes iniciais de medição de temperaturas foram realizados em um 
instrumento de teste comercial para a aquisição das temperaturas do termociclador, 
denominado analisador de termociclador, marca Hain Lifescience, modelo TAS. O 
analisador de termociclador TAS opera com o software T AS2.exe V2.8.0. 
Durantes os testes, observou-se que a placa que suporta os sensores de 
temperatura do instrumento TAS impedia o fechamento da tampa do termociclador 
durante as medições de temperatura. Assim, o instrumento TAS realizava as medições 
com a tampa do termociclador aberta, gerando uma não conformidade com as condições 
normais de funcionamento do equipamento, onde a tampa é mantida fechada. A Figura 
10 mostra o analisador de termociclador TAS com a placa e sensores a serem 











Figura 10: Placa com sensores do instrumento analisador de termociclador, modelo 
TAS, sendo posicionada no bloco térmico de um termociclador, para medição com 
tampa do termociclador aberta. 
Mediante a possibilidade de a temperatura ambiente prejudicar no processo de 
verificação das condições operacionais dos termocicladores, foi realizado um estudo 
que analisou três experimentos de medição de temperatura de termociclador: a) medição 
com a tampa do termociclador aberta; b) medição com a tampa do termociclador 
fechada parcialmente; e c) medição com a tampa do termociclador fechada totalmente. 
Para o experimento "c" foram desenvolvidos sensores adaptados para esta finalidade, 
visto estes não serem comercializados (SANTOS et aI., 2014). Este estudo publicado 
está reproduzido no Apêndice A. 
O estudo revelou que as medições da temperatura com a tampa do termociclador 
totalmente fechada apresentaram resultados em conformidade com a especificação do 
fabricante. No entanto, as medições com a tampa aberta ou fechada parcialmente 
apresentaram variabilidade além da especificação do fabricante, especialmente nas 
medições da temperatura de 95° C. As especificações dos fabricantes aceitam variações 
:S ±0,50° C, no estudo, a média da medida de temperatura observada com a tampa aberta 
foi de: 92,47° C ± 0,74° C, para a temperatura programada de 95°C. 
Devido aos testes de medições de temperatura com a tampa do termociclador 
fechada, apresentarem melhores resultados que os demais testes, foram desenvolvidas 
as condições necessárias para usar o instrumento analisador de termociclador modelo 
TAS com a tampa do termociclador fechada. No Núcleo de Engenharia Clínica 
localizado no Centro de Transplante de Medula Óssea (CEMO) e Centro de Pesquisas 






tennociclador com cabos extensores de 65 em, do tipo 28A WG de formato achatado, de 
modo a permitir o fechamento da tampa do termociclador. O encapsulamento de cada 
célula PTl 00 foi reduzido da altura de 2,8 em para a altura de 1,8 cm. 
Com a adaptação, o encapsulamento com o PTI00 pôde ser posicionado em um 
poço do tennociclador, e ser interligado por meio do cabo extensor à placa do 
analisador de tennociclador, localizado externamente ao bloco térmico do 
tennociclador. A Figura 11 mostra o sensor adaptado. 
Legenda. lIA detalhe do sensor adaptado com o encapsulamento do PTlOO reduzido; 
11 B sensor adaptado completo com cabo extenso r interligando o PT 100 ao conector; e 11 C 
sensor adaptado e sensor original. 
Figura 11: Ilustração de um sensor adaptado. 
A Figura 12 ilustra o analisador de termociclador preparado para a medição de um 
tennociclador com tampa fechada, usando 18 sensores adaptados conectados através de 
cabos extensores à placa localizada externamente ao bloco térmico. 
Figura 12: Instrumento analisador de tennociclador preparado para a medição da 
temperatura com a tampa fechada do tennociclador modelo Veriti, marca Applied 
Biosystems'ê. 
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!:lI C alibração e ensaios com o instrumento de medição de temperatura 
Com o objetivo de conhecer a incerteza de medição associada ao instrumento de 
-- edição de temperaturas, o analisador de tennociclador juntamente com os sensores 
~ .iaprados foi submetido à calibração em laboratório da Rede Brasileira de Calibração 
?BC), organizada pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia 
:'\\IETRO)_ Foram calibrados 22 sensores nas temperaturas 4" C, 55° C, 72° C, 95° C, 
.:-='s quais 18 sensores foram selecionados para compor o sistema de medição a ser 
.sado no presente trabalho. Após a calibração, foram realizadas 10 medições de 
.emperaturas repetidas em termocicladores modelo Veriti, marca Applied Biosystemsf 
.om o instrumento de medição analisador de tennociclador para avaliar a repetibilidade 
das medidas. Para os ensaios, foram usados dois termocicladores do Banco Nacional de 
Tumores/CPQ/INCA, em boas condições operacionais e pouca intensidade de uso. 
Previamente, os equipamentos foram submetidos a testes operacionais realizados 
Juntamente com os usuários. Os ensaios foram realizados no laboratório da Pesquisa 
Clínica e no Núcleo de Engenharia Clínica, ambos localizados no Centro de Pesquisa do 
f:-JCA (CPQ/INCA). OS laboratórios foram selecionados devido à disponibilidade de 
espaço físico e liberação para a realização dos ensaios. Com o propósito de reduzir o 
tempo de medição, foram realizados novos ensaios com apenas três medidas repetidas, 
os quais se mostraram suficientes para verificar a repetibilidade das medidas, e 
adequados a serem adotados nos procedimentos operacionais do programa de 
monitoramento de temperatura de termocicladores. 
Os ensaios iniciaram com a programação do protocolo com ciclos de temperaturas 
no termociclador, incluindo ciclos de temperaturas de 9Y' C, 55° C e 72° C (pontos de 
calibração dos sensores do analisador). Em seguida, foi dado início a geração das 
temperaturas no termociclador e a simultânea aquisição das temperaturas nos 18 
sensores nos poços do termociclador pelo instrumento de analisador de termociclador. 
Posteriormente foi realizada a leitura das medidas de cada temperatura de cada um dos 
sensores e aplicadas às expressões propostas para a estimativa de incerteza de medição 
de temperatura do tennociclador. Os resultados das medições do ensaio com três 
medidas, e as respectivas incertezas associadas, estão apresentados no Apêndice B. 
Durante o processo de medição foram observadas as condições do ambiente e 
atendidas às especificações de temperatura e umidade estabeleci das nos manuais dos 
equipamentos tennocicladores, tais como, temperatura: ;:::15° C e 30° C ~; e umidade: 
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_30% e 75% .s. Em monitoramento da rede elétrica, durante os ensaios de medição de 
.ernperatura, não houve registro de variações de tensão e corrente ou interferência 
;: letromagnética. Além disso, os ensaios foram úteis para obter informação sobre as 
caractertsticas necessárias para a montagem e a operação do instrumento analisador de 
.ermociclador, de modo a apoiar a elaboração dos procedimentos operacionais do 
programa de monitoramento de temperatura de tennocicladores. 
5.1.2 Avaliação dos fatores que influenciam na medição de temperatura do 
termociclador 
O resultado das medições de temperatura dos termocicladores pode ser 
influenciado principalmente pelos seguintes fatores: a) características do instrumento de 
medição; b) condições do ambiente; c) procedimento de medição; e d) habilidade dos 
operadores. 
O Diagrama de Causa e Efeito (DCE) foi usado para melhor estudar os fatores 
que podem influenciar o processo de medição de temperatura do termociclador e para 
identificar as fontes de incertezas de medição visando posterior estimativa de incerteza 
de medição de temperatura do termociclador. Assim, foi elaborado o DCE na Figura 13 
com a representação dos principais fatores de influência nessa medição de temperatura. 
Ambiente Instrumento de Medição 
Temperatura Resolução 







Montagem do Sistema Treinamento 
Protocolo de Medição 
Habilidade 
Procedimentos de Medição Operadores 
Figura 13: Fatores que influenciam na medição de temperatura do termociclador. 
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A partir da avaliação dos fatores descritos na Figura 13 foram selecionados os 
fatores que dispusessem de dados adequados para expressarem fontes de incertezas de 
medição, tais como: dados oriundos de especificações de manuais de fabricantes e de 
certificados de calibração, ou de medidas repetidas nos sensores posicionados nos poços 
dos termocicladores. Não foram considerados os fatores relativos às condições 
ambientais, uma vez que a temperatura e a umidade podem ser controladas com 
procedimentos operacionais e uma equipe treinada; e visto que não foram registradas 
interferências eletromagnéticas nos ambientes dos laboratórios, em avaliação realizada 
na rede de alimentação elétrica por empresa especializada. Com relação ao instrumento 
de medição, foi desconsiderado o tempo de resposta, devido à medição ser realizada em 
intervalo aproximado de 2s, portanto maior que o tempo de resposta do instrumento. 
Foram desconsiderados problemas de montagem do sistema de medição e problemas de 
habilidade de operadores, devido a estes fatores terem sido tratados em treinamento 
sobre a operação do sistema ministrado à equipe de técnicos de eletrônica. Foram 
desenvolvidos procedimentos operacionais para o programa de monitoramento de 
termocicladores capazes de orientar os operadores, e reduzir causas de falhas nas 
medições. A Figura 14 apresenta o DCE com as fontes de incertezas relacionadas à 
medição de temperatura do termociclador, consideradas neste trabalho. 
Instrumento de Medição 






Procedimentos de Medição 
Figura 14: Identificação das fontes de incertezas de medição de temperatura do 
termociclador. 
28 
5.1.3 Contribuições das fontes de incertezas de medição 
A seguir foram aplicados os procedimentos previstos no Guia para a Expressão 
ele Incerteza de Medição - GUM (INMETRO, 2012a) para a estimativa de incertezas de 
medição. Para o cálculo da estimativa de incertezas de medição de temperatura do 
termociclador foram consideradas as seguintes fontes de incertezas de medição: a) as 
incertezas devido as medidas repetidas, estabelecida como incerteza padrão tipo A, 
denominadas u(AJ; b) as inceltezas declaradas nos certificados de calibração dos 
sensores e do instrumento de medição, estabelecida como incerteza padrão tipo B, 
denominadas u(B 1); e c) a incerteza devido a resolução do instrumento de medição de 
temperatura, estabelecida como incerteza padrão tipo B denominada u(B:;J. Para 
garantir clareza da contribuição das fontes de incertezas na Incerteza Padrão 
C ombinada, foi construida a Tabela 1, mostrada a seguir. 
Tabela 1: Planilha das incertezas nas medições de temperatura de tennocicladores. 
Símbolo Fonte de Incerteza Incerteza Distribuição Estimativa de Incerteza 
u(A) Medidas Repetidas nos S(A·) 
Sensores de Tipo A t-Student u(Ai) = i 
Temperatura 
u(B1) Certificado de Calibração U (declarado) 
de Instrumento de Tipo B t-Student u(Bli) = k 
Medição 
u(B2) Resolução do a 





a = 0,01 
Incerteza Combinada: uc(y) = .JU(Ai)Z + U(Bli)2 + u(BzY °C 
Incerteza Expandida: U = kuc(Y) ac / onde: k=2= fator de abrangência; Nível de Confiança: 95,45% 
As estimativas de incerteza expandida de medição utilizando as expressões da 
Tabela 1, calculadas para o ensaio com três medidas repetidas, foram: ::; 0,13° C para as 
temperaturas de 55° C e de 72° C, e ::; 0,29° C para a temperatura de 95° C. As 
estimativas de incerteza expandida de medição dos 18 sensores e as médias de 
temperaturas calculadas para o ensaio com três medidas, são mostradas no Apêndice B. 
O Apêndice C apresenta um resumo sobre os conceitos básicos para avaliar e expressar 







5.1.4 Procedimentos do monitoramento de termocicladores 
O monitoramento de termocicladores consiste na verificação anual (SBPC, 2018) 
das temperaturas nos poços dos termocicladores. As temperaturas medidas nos 
termocicladores são submetidas à análise dos limiares de controle para o uso adequado 
do equipamento. Os termocicladores cujas temperaturas apresentem não conformidade 
ao critério de análise para a adequação de uso são indicados para a manutenção. Os 
procedimentos do Programa são realizados pela Engenharia Clínica do INCA e as 
manutenções preventiva e corretiva são realizadas por empresas terceirizadas para esta 
finalidade. A seguir são apresentados os procedimentos do monitoramento de 
temperatura de termocicladores. 
a) Procedimento para início das medições 
Para o início das medições são necessários procedimentos para a preparação do 
instrumento de medição, e procedimentos para a verificação do ambiente e da segurança 
do operador. A seguir são descritos os procedimentos necessários para o início das 
medições, os quais foram embasados em recomendações dos manuais dos equipamentos 
tennocicladores, em manual de biossegurança em laboratórios (TEIXElRA, 2010), e no 
manual do instrumento analisador de termociclador (BIOTECH, 2006). 
1) Aplicar carga a bateria do instrumento TAS, durante 4h, conforme manual do 
fabricante. 
2) Iniciar o procedimento de verificação de temperaturas somente se: a temperatura 
ambiente da sala estiver entre 15° C e 30° C; a umidade relativa do ar estiver na 
faixa de 30% a 75%; e o bloco do termociclador na temperatura ambiente. 
3) Usar jaleco, luvas e óculos, para proteção individual do operador. 
4) Realizar limpeza da bancada de trabalho com pano limpo, e hipoclorito de sódio. 
5) Realizar limpeza do termociclador com cotonete ou pano limpo, e álcool 
isopropílico para a limpeza dos poços térmicos e da tampa do termociclador, 
conforme manual do fabricante. 
b) Procedimento para a verificação de temperatura do termociclador 
Este procedimento usa o método denominado in-well, o qual posiciona os 
sensores nos poços do termociclador. Foi elaborado tendo como referência o manual do 
instrumento analisador de termociclador (BIOTECH, 2006), e as instruções de 
posicionamento de sensores no bloco térmico do termociclador adotadas por BODIN et 
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LI!. (2012) e por NOLAN et aI. (2013). O procedimento foi elaborado para a verificação 
das temperaturas de 9Y' C, 55° C e 72° C, que são os pontos de interesse para a medição, 
devido tratar-se de pontos próximos aos pontos de temperaturas programados para a 
PCR. Os pontos de temperaturas de 4° C e 30° C são considerados no protocolo do 
instrumento analisador de termociclador, mas não são utilizados para fins de medição, 
devido não serem importantes para a PCR. 
1) Realizar o posicionamento dos sensores conforme diagrama da Figura 15. 




Figura 15: Diagrama de posicionamento dos 18 sensores no bloco do termociclador. 
2) Preparar o instrumento de medição e conectá-lo ao computador e aos poços do 
termociclador. 
3) Programar o termociclador com o seguinte protocolo de ciclos de temperaturas 
(BIOTECH, 2006): 1 min a 95° C; 2 min a 4° C; I min a 95° C; 1 min a 30° C; 1 
min a 9Y' C; 1 min a 5Y' C; I min a 72° C; 30s a 95° C; 30s a 72° C; 2 a min 4° C. 
4) Dar início às aquisições de dados temperatura, acionando o comando start do 
analisador de termociclador. 
5) Realizar a leitura das medidas da temperatura de 95° C aos 30s do quinto ciclo 
de temperatura do protocolo do item "3". 
6) Realizar a leitura das medidas da temperatura de 5SC' C aos 30s do sexto ciclo de 
temperatura do protocolo do item "3". 
7) Realizar a leitura das medidas da temperatura de 72° C aos 30s do sétimo ciclo 
de temperatura do protocolo do item "3". 





c) Critério para a análise da adequação de uso do termociclador 
Os critérios para a análise da adequação das temperaturas do termociclador foram 
estabelecidos visando determinar os parâmetros de exatidão e uniformidade da 
temperatura nos poços térmicos do termociclador. Cabe mencionar que o termo 
exatidão descrito no GUM (INMETRO, 2012a) refere ao grau de concordância entre o 
resultado de uma medição e um valor verdadeiro do mensurando. Neste trabalho, não é 
dada ênfase a análise estatística para a obtenção do valor verdadeiro do mensurando; 
aqui este valor é considerado o valor nominal de temperatura programada, conforme 
adotado nos manuais dos termocicladores e na literatura, como no CAP (2012). 
Para determinar a exatidão da temperatura, inicialmente foram realizados os 
cálculos das médias das três medidas das temperaturas dos sensores e os respectivos 
cálculos das incertezas de medições. A uniformidade foi calculada determinando a 
diferença entre a temperatura máxima e a temperatura mínima nos poços do 
termociclador, a partir das médias das três medidas de cada temperatura. 
A seguir, foram comparados os resultados das medições de temperatura com um 
Limite de Controle, com o propósito de analisar a conformidade das medições de 
temperatura aos valores aceitáveis ao uso seguro do tennociclador à realização da PCR. 
Equipamentos com não conformidade ao Limite de Controle receberam recomendação 
para a retirada de uso. 
Para estabelecer o Limite de Controle buscou-se determinar temperaturas 
limítrofes ao bom desempenho do termociclador. Para tal, foi considerada a criticidade 
da temperatura de anelamento (Ta) para o alinhamento dos primers (MCPERSON et ai., 
2006), e observada a recomendação de relacionar a Ta à temperatura de melting (Tm), 
de acordo com a Expressão (2) (CAP, 2012). 
Tm -2,50° C < Ta < Tm + 2,50° C (2) 
Assim, foi estabelecida a Expressão (3) para determinar o Limite de Controle para 
a exatidão das temperaturas programadas no termociclador, neste trabalho temperaturas 
de 95° C, 55° C e 72° C, denominadas T: 
T-l,OO°C :ST:ST+l,OO°C (3) 
A Expressão (3) também está de acordo com o trabalho de SOUZA (2017) o qual 
avaliou o desempenho de 18 tennocicladores por meio de ensaios de PCR-controle, 
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realizados com amostras comerciais, e concluiu que somente variações acima de 3° C, 
da temperatura programada no termociclador, levaram a interferir nos resultados das 
reações de PCR-controle. 
No presente trabalho, a variação de ± 1,00° C admissível em tomo das 
temperaturas T foi estimada considerando-se a média e o desvio padrão associados às 
medidas com o instrumento de medição, em relação à temperatura de 55,00° C, 
temperatura mais crítica do processo. Foram calculados a média amostral (55,16° C) e o 
desvio padrão amostral (0,39° C) conforme resultado do ensaio com três medidas, 
mostrado no Apêndice B. Também foi considerada a variação admissível para um nível 
de confiança de 95%, conforme a Equação (4), resultando no valor de 0,93° C que 
aproximamos para 1,00° C. 
Variação admissível = 55,00 - (11 + 1,960") (4) 
onde: 
11: média amostral 
0": desvio padrão amostral 
Para determinar os Limites de Alerta de exatidão e de uniformidade de 
temperatura, foram adotadas as especificações publicadas pelos fabricantes dos 
equipamentos. Ou seja, dentre os sete modelos estudados, seis apresentam as 
especificações de ±0,5° C (exatidão) e, <0,5° C (uniformidade) e o modelo Veriti 
apresenta ±0,25° C (exatidão) e <0,5° C (uniformidade). O Quadro 1 mostra os critérios 
para a análise da adequação de uso dos termocicladores, em termos das exatidões e das 
uniformidades de temperatura entre poços do termociclador. 
Quadro 1: Critérios para a análise da adequação de uso dos termocicladores. 
Limites das Temperaturas dos Termocicladores 
Exatidão Uniformidade 
Alerta (0C) 
<T-0,25; > T +0,25 
(modelo Veriti) 
<T-0,50; > T +0,50 
(outros modelos) 
Ação: Manutenção 
Controle (0C) Alerta (0C) Controle (OC) 
<T-1,00; > T+1,00 2! 0,50 > 1,50 
Ação: Retirada de Uso 
e Manutenção 







Por exemplo, para a verificação da temperatura de 55,00° C, os termocicladores de 
modelo 9700 com temperatura acima de 55,50° C ou abaixo de 54,50° C terão registro 
de alerta, com sinalização ao usuário do equipamento e recomendação para manutenção 
ç acompanhamento da Engenharia Clínica. Os termocicladores com temperatura acima 
de 56,00° C ou abaixo de 54,00° C terão indicação para a imediata retirada do 
equipamento de uso e encaminhamento para a manutenção. A uniformidade de 
temperaturas entre os poços do bloco térmico do tennocic1ador terá registro de alerta, e 
recomendação de manutenção, para diferenças iguais ou superiores a 0,50° C e 
indicação para a retirada do equipamento de uso quando tiver diferença de temperatura 
superior a 1,50° C, esse valor foi arbitrado, com base no histórico de verificação de 
temperatura dos equipamentos, pois mostrou ser um valor adequado para discriminar os 
equipamentos com necessidade de retirada uso. 
5.2 Implantação do monitoramento de temperatura de termocicladores 
O programa de monitoramento de temperatura de termocicladores teve 
implantação escalonada. As primeiras ações do programa foram realizadas no ano de 
2012 nos termocicladores do laboratório de biologia molecular do CEMO/INCA. Esse 
laboratório atuou como um piloto para a implantação, uma vez que a temperatura dos 
três tennocicladores do laboratório foi verificada, corrigida e monitorada desde o ano de 
2012. A implantação do programa foi concluída no ano de 2015 com a aplicação dos 
procedimentos do programa em todos os termocicladores de 96 poços do INCA (CEMO 
e CPQ). A implantação do programa de monitoramento de temperatura de 
termocic1adores contemplou o diagnóstico da condição de uso e a verificação da 
temperatura de todos os termocicladores de 96 poços do INCA (CEMO e CPQ); além 
das ações de manutenção necessárias para o pleno funcionamento dos equipamentos. 
A implantação consistiu na seleção dos equipamentos de 96 poços térmicos, no 
treinamento dos técnicos e na aplicação dos procedimentos operacionais do 
monitoramento de temperatura de termocicladores. O treinamento dos técnicos, com 
duração aproximada de 20 horas, contemplou o total de seis técnicos de eletrônica que 
foram orientados sobre o funcionamento do termociclador e sobre a aplicação dos 
procedimentos operacionais do programa. 
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5.3 Avaliação da efetividade do monitoramento de temperatura de 
termocicladores 
Esta etapa teve por objetivo avaliar a efetividade do monitoramento de 
temperatura dos termocicladores. Assim, serão descritos os critérios para a seleção do 
cenário, para o levantamento das condições dos fatores determinantes da otimização do 
processo de realização dos exames por PC R, e para a seleção e avaliação dos desfechos 
de efetividade. E ainda serão descritos os critérios para as estimativas de redução de 
custo operacional de redução de exames com o monitoramento de temperatura de 
termocicladores. 
5.3.1 Seleção do cenário 
A escolha do cenário para a realização da avaliação do monitoramento de 
temperatura de tennocicladores teve como critério selecionar um laboratório que 
permitisse acesso aos registros de dados dos exames realizados. Assim, foi selecionado 
o laboratório de biologia molecular do CEMO/INCA com o conjunto de três 
termocicladores qualitativos. Dentre os exames realizados por esse laboratório foi 
escolhido o exame denominado Rearranjo t(9;22) BCRI ABL Qualitativo. Esse exame 
tem aplicação reconhecida para o diagnóstico e o acompanhamento do tratamento de 
Leucemia Mieloide Crônica (LMC) (ABHH, 2012; BRASIL, 2014). 
5.3.2 Levantamento das condições dos fatores determinantes da otimização da 
PCR 
A identificação das condições dos fatores determinantes para a otimização da 
realização dos exames PCR no cenário escolhido, foi obtida de entrevista estruturada 
com profissionais experientes do laboratório que detêm o domínio sobre as questões de 
interesse do estudo. 
Para a entrevista foi construido um roteiro visando caracterizar as condições dos 
oito fatores determinantes da otimização da PCR descrito na Figura 7, com exceção 
apenas do termociclador. 
Estes fatores foram associados a 15 itens, os quais foram avaliados pelos 
entrevistados quanto as suas condições, antes e depois do monitoramento das 
temperaturas dos tennocicladores, na fase pré-implantação, relativo aos anos de 2011 e 
2013, respectivamente. Esses itens são descritos no Quadro 2 que apresenta também as 
questões relacionadas as condições dos 15 itens de interesse do estudo. 
35 
Ir Quadro 2: Roteiro para o levantamento das condições dos fatores determinantes para a 
i' 
!! otimização da PCR no laboratório de estudo. ~. 
Itens Determinantes Questões de interesse de Estudo 
Existe o registro do O método foi alterado? A alteração atingiu às características Amostra de DNA método de obtenção de da amostra (homogeneidade, pureza, amostra de DNA alvo? concentração, integridade de dNTPs)? 
Existe registro do tipo de Houve alteração da enzima? Atingiu Enzima DNA Polimerase enzima? as características de temperatura e tempo de desnaturação? 
Existe registro das Houve alteração? Atingiu a pureza, 
dNTPs características dos integridade, concentração e equilíbrio 
dNTPs? entre os 4 dNTPs? 
Primer Existe o registro de Houve alteração na sequência e nas sequência dos dNTPs? características dos dNTPs? 
Temperatura de Anelamento Existe o registro da Ta? A Houve alteração na Ta? (Ta) Ta faz referência a Tm? 
Temperatura de Melting Existe o registro da Tm? 
(Tm) Foi calculada mediante a Houve alteração na Tm? quantidade de dNTPs? 
Ciclos de Temperaturas Existe planejamento dos Houve alteração no planejamento dos ciclos de temperaturas? ciclos de temperaturas? 
É fornecida com a Houve alteração? Atingiu o PH ou os Solução Tampão Enzima? Existe registro? elementos constitutivos da solução e suas e concentrações? 
Está contido na solução Houve alteração na apresentação ou Magnésio fornecida com a Enzima? na concentração de magnésio usado? Existe registro? 
São usados controles 
Controles: Positivo e Negativo comerciais e/ou Houve alteração dos controles? 
domésticos? 
Procedimento Escrito para Existe? (Sim/Não) Obtenção de Amostra de DNA 
Procedimentos Escritos para 
Multiplex e Nested Existem? (Sim/Não) 
Rearranjo t(9;22) 
Recursos Humanos RH treinado na aplicação 
Qualificados dos procedimentos e técnicas? 
Ambiente e Fluxo de Trabalho Ambientes com pré e pós Existe controle de Fluxo entre os PCR? ambientes? 
Pipetas v~rificação ~ e~ati~ão de Qual periodicidade? Houve alteração? vo ume nas ipe as . 
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5.3.3 Desfechos da efetividade do monitoramento de temperatura de 
termocicladores 
a) Seleção dos desfechos 
Para avaliar a efetividade do monitoramento de temperatura dos termocicladores, 
foram selecionados os seguintes indicadores: 1) Número de Exames com 
Recomendação para Repetir; e 2) Número de Exames de Diagnóstico com Resultado 
Falso. A seleção desses indicadores foi realizada em função dos dados disponíveis nos 
registros físicos e nos registros dos sistemas informatizados do CEMO/INCA. 
Para o caso do indicador Número de Exames com Recomendação para Repetir é 
importante mencionar que no cenário do estudo a recomendação de repetição de exames 
é realizada em função de análise da equipe técnica do laboratório, considerando o 
resultado do exame Rearranjo t(9;22) BCRlABL Qualitativo, realizado por RT-PCR 
Multiplex, e Nested. A recomendação para repetir exame ocorre devido à observação de 
amostra inadequada ou de resultado indetenninado, que neste último caso é devido a 
não amplificação do gene de controle interno da reação. A recomendação para a 
repetição de exame não tem influência de avaliação clínica de paciente. 
O indicador Número de Exames de Diagnóstico com Resultado Falso foi avaliado 
apenas para o subgrupo de exames com a finalidade clínica de diagnóstico inicial de 
LMC. Com esse tipo de exame foi possível realizar o cruzamento de informação do 
resultado do diagnóstico inicial de LMC por PCR qualitativo com o resultado de outros 
exames também indicados para o diagnóstico de LMC. 
b) Levantamento de dados sobre os desfechos 
Este levantamento foi retrospectivo, realizado nos registros físicos dos 
Formulários de Registros de Exames Rearranjo 1(9;22) BCR/ABL, visando caracterizar 
os indicadores de efetividade nas fases pré e pós o monitoramento da temperatura dos 
termocicladores, respectivamente ano 2011 e ano 2013. 
Foram considerados, em cada um dos períodos, os exames que atenderam ao 
critério de estudo, aqui estabelecido pelos exames realizados para as seguintes 
finalidades clínicas: a) diagnóstico inicial de LMC; b) acompanhamento pós transplante 
de medula óssea (TMO); e c) identificação de mutação genética. A limitação quanto ao 
tipo de exames escolhidos para as amostras ocorreu em função de mudança realizada no 
ano de 2012 no protocolo dos exames para a avaliação do tratamento de LMC com 
medicamento. A partir de então os exames de acompanhamento de tratamento de 
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paciente com medicamento foram realizados por PCR quantitativo (qPCR, ou PCR em 
tempo real). 
Foi necessário estabelecer um critério para a seleção das amostras de exames para 
o estudo, de modo a eliminar possíveis vieses nos desfechos em função dos tipos de 
exames representados nas amostras. Assim, foram obtidas duas amostras aleatórias de 
30% dos exames que atenderam ao critério do estudo, que representam os grupos de 
estudos de exames realizados nos mesmos termocicladores qualitativos. 
As variáveis utilizadas para a elaboração dos indicadores de efetividade, oriundas 
dos registros fisicos, são: Data e Número do experimento, Nome do paciente, Número 
da amostra, Resultados Multiplex/Nested (Positivo/Negativo/Repelir). As variáveis 
utilizadas, oriundas dos sistemas informatizados, são: Número da Matricula do 
Paciente, Nome do exame, Data do exame, Resultado. Cabe destacar que neste estudo, o 
nome do paciente foi utilizado apenas para obter o seu número de matrícula, necessário 
para o acesso aos sistemas informatizados do INCA. 
Com o objetivo de obter os dados necessários para identificar o número de 
Exames Diagnósticos com Falsos Resultados, foram realizadas consultas ao Sistema de 
Gerenciamento do CEMO (SGC) e ao Sistema de Aplicações Clínicas do INCA (SAC). 
Nesses sistemas foram obtidos os resultados de outros exames diagnósticos de LMC 
(Citogenética, Mielograma e Rearranjo t(9;22) BCRI ABL Quantitativo qPCR), os quais 
foram comparados com o resultado do exame Rearranjo t(9;22) BCRI ABL Qualitativo, 
para verificar a ocorrência ou não de falsos resultados nos exames de diagnóstico inicial 
em LMC por PCR qualitativo. 
O acesso aos dados do CEMO/INCA foi liberado para o presente estudo mediante 
aprovação de projeto submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa (CEP), número: 
55039316.6.3001.5274, avaliado pelas comissões do CEP UFRJ e do CEP INCA. 
A análise dos dados foi realizada com o pacote estatístico R version 3.5.2, 
package meta. 
5.3.4 Estimativa de custo operacional de repetição de exames 
Nesta seção serão descritas as estimativas de custo de repetição de exames, em 
três contextos distintos: a) CEMO 2011; b) CEM O 2015; e c) SUS 2016. 
O contexto relativo ao CEMO ano de 2011 é definido pela fase anterior ao 
monitoramento da temperatura de termocicladores, relativa à avaliação da efetividade 
realizada no laboratório de biologia molecular do CEMO/INCA, com três 
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tennocicladores, envolvendo o exame Rearranjo t(9;22) BCRI ABL Qualitativo (também 
denominado Rearranjo LMC). 
O contexto relativo ao CEM O ano de 2015 é definido pelo diagnóstico da 
condição de uso de termocicladores realizado na implantação do programa de 
monitoramento de temperatura de termocicladores, referente a 13 termocicladores do 
CEMO/INCA, envolvendo os exames Rearranjo LMC, Rearranjo LMA (de Leucemia 
Mieloide Aguda), Translocações, Quimerismos, Vírus e Histocompatibilidade. Esse 
estudo foi limitado a termocic1adores de três laboratórios do CEMO/1NCA que 
realizaram os citados exames, em decorrência de restrição de disponibilidade de dados 
de outros exames realizados no CEMO/INCA. Os dados sobre os exames foram obtidos 
no Sistema de Gerenciamento do CEMO (SGC), no Sistema de Aplicações Clínicas do 
INCA (SAC) e em informações de produção de exames para faturamento do CEMO. 
O contexto relativo ao SUS ano de 2016 é definido pelos exames de genética 
registrados em todo o Brasil no SIASUS para o ano de 2016. Esses dados foram obtidos 
no SIASUS para exames de código 020210, procedimento identificação de 
mutação/rearranj os por PCR e outros (BRAS IL, 2 017 g). 
As estimativas de custo operacional de repetição de exames foram realizadas em 
função do cálculo da estimativa de número de exames com recomendação para repetir, 
denominado Número de Exames Repetidos, Equação (5). 
Número de Exames Repetidos = Número de Exames X Proporção X Índice (5) 
onde: 
Número de Exames Repetidos: número de exames repetidos. 
Número de Exames: número total de exames realizados no ano. 
Proporção: proporção entre o número de equipamentos inadequados e o número total de 
equipamentos. 
lndice: Índice de repetição de exame por equipamento inadequado. 
A Equação (5) foi construída considerando o pressuposto que o termociclador em 
condição adequada de uso não gera exame com indeterminação de resultado, e com 
consequente recomendação para repetir. Para atender ao pressuposto, foi descrita a 
Equação (6) para determinar o índice de repetição de exame por equipamento 
inadequado, e a Equação (7) para determinar o número de exames realizados em 
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equipamentos inadequados. As Equações (6) e (7) foram obtidas com dados da amostra 
do estudo de 2011, fase anterior ao monitoramento da temperatura de termocicladores 
em laboratório do CEMO/INCA. 
I' di - Número de Exames para Repetir da Amostra 2011 n Ice -, d ' , Numero e Exames Realizados em Equipamentos Inadequados (6) 
onde: 
Índíce: índice de repetição de exame por equipamento inadequado. 
Número de Exames para Repetir da Amostra 2011: número de exames Rearranjo 
LMC da amostra do estudo de 2011 com recomendação para repetir devido resultado 
indeterminado. 
Número de Exames Realizados em Equipamentos Inadequados y, 
y= Número de Exames da Amostra 2011 X Número de Equipamentos Inadequados 2011 
Número de Equipamentos 2011 
(7) 
onde: 
y: Número de Exames Realizados em Equipamentos Inadequados (considerando que 
o equipamento adequado não gera repetição de exame). 
Número de Exames da Amostra 2011: número de exames Rearranjo LMC da amostra 
do estudo de 2011. 
Número de Equipamentos Inadequados 2011: número de equipamentos inadequados 
do laboratório de Biologia Molecular do CEM O do estudo de 2011, 
Número de Equipamentos 2011: número total de equipamentos do estudo de 2011. 
Para indicar a proporção entre o número de equipamentos inadequados e o 
número total de equipamentos foi descrita a Equação (8). 
Proporção Número de Equipamentos Inadequados 
Número de Equipamentos 
(8) 
onde: 
Proporção: proporção entre o número de equipamentos inadequados e o número total de 
equipamentos, no contexto. 
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Custo de Repetição = Número de Exames Repetidos X Custo Operacional (9) 
Número de Equipamentos Inadequados: número de equipamentos inadequados 
utilizados para a realização dos exames, no contexto. 
Número de Equipamentos: número total de equipamentos utilizados para a realização 
dos exames, no contexto. 
Para o cálculo das estimativas do custo operacional de repetição de exames foi 
construída a Equação (9), denominada Custo de Repetição. 
onde: 
Custo de Repetição: estimativa do custo operacíonal de realização dos exames com 
recomendação para repetir devido à indeterminação dos resultados. 
Número de Exames Repetidos: número de exames repetidos no contexto. 
Custo Operacional: custo operacional do exame no contexto. 
As análises tiveram como perspectiva o custo operacional dos laboratórios para a 
realização de exames, deste modo, neste estudo foi utilizado o custo operacional dos 
exames descrito pela tabela da Associação Médica Brasileira (AMB), conforme 
informações a seguir. 
a) Contexto CE~10 2011 
Para a estimativa do custo operacional de repetição de exames no contexto do 
CEMO ano de 2011 foi utilizado o valor do custo operacional de RS29,97 (Vinte e nove 
Reais e noventa e sete centavos). Esse valor é referente ao custo operacional do exame 
por PCR código: 4.03.14.04-9 (procedimento: Cromos somo Philadelphia, pesquisa) 
obtido da Classificação Brasileira Hierarquizada de Procedimentos Médicos (CBHPM) 
da Associação Médica Brasileira (AMB) (CBHPM, 2016). 
b) Contexto CE'10 2015 
A estimativa do número de exames repetidos neste contexto foi calculada para 
cada um dos três laboratórios que realizaram os exames, e a seguir foi efetuada a soma 
dessas estimativas para apresentar o valor consolidado para o contexto do CEMO 2015. 
Para a estimativa do custo operacional de repetição de exames no contexto do 
CEMO ano de 2015, com a finalidade de simplificação, foi utilizado o valor do custo 







código 4.03.14.04-9, procedimento Cromossomo Philadelphia, como referência para os 
exames: Rearranjos, Translocações, Quimerismos e Vírus. 
O valor do custo operacional R$62,40 (Sessenta e dois Reais e quarenta centavos) 
referente ao exame código 4.04.04.04-8, procedimento Análise HLA doador VNTR ou 
STR pré-transplante, foi utilizado como referência para os exames de 
Histocompatibilidade. Ambos obtidos da Classificação Brasileira Hierarquizada de 
Procedimentos Médicos (CBHPM) da Associação Médica Brasileira (AMB) (CBHPM, 
2016). 
c) Contexto SUS 2016 
Para o contexto SUS ano 2016, devido à falta de informação sobre os 
termocicladores que realizaram os exames registrados no SIASUS, a Equação (8) foi 
calculada usando os dados do Contexto CEMO 2011 e do Contexto CEMO 2015, para 
descrever duas possibilidades de proporção entre o número de equipamentos 
inadequados e o número total de equipamentos. 
Para a estimativa do custo operacional de repetição de exames, foi utilizado o 
valor do custo operacional de RS32,64 (Trinta e dois Reais e sessenta e quatro 
centavos). Esse valor é referente ao custo operacional do exame código 4.05.03.14-3, 
procedimento amplificação de material genético (por PCR, PCR em tempo Real, LCR, 
RT-PCR ou outras técnicas), obtido da Classificação Brasileira Hierarquizada de 




6.1 Implantação do programa de monitoramento de temperatura de 
termocicladores 
O programa foi aplicado em 11 laboratórios do INCA, em um total de 41 
termocicladores, pertencentes a 4 fabricantes e 7 modelos distintos. O diagnóstico da 
implantação do programa de monitoramento de temperatura de termocicladores 
realizado em 2015 identificou: a) 23 termocicladores em condições operacionais, com 
suas temperaturas dentro da faixa de tolerância estabelecida para a adequação de uso; b) 
16 termocicladores fora dos limites de tolerância de temperaturas para a adequação de 
uso, necessitando de ajustes de temperaturas e indicados para manutenção preventiva; e 
c) 2 equipamentos com defeito, indicados para manutenção corretiva. A Tabela 2 
apresenta o total de equipamento avaliado por laboratórios do INCA, o número de 
equipamentos em boas condições (OK), o número de equipamentos indicado para 
manutenção preventiva (MP) e o número indicado para manutenção corretiva (MC). 
Tabela 2: Diagnóstico da análise de adequação de uso dos termocicladores da 
implantação do programa de monitoramento de temperatura de tennocicladores. 
Laboratório Total de Equipamentos Análise de Adequação ao Uso 
OK1 MP2 MC3 
Pesquisa Clínica 5 3 1 1 
O ncovi rologia 4 4 O O 
Farmacologia 1 1 O O 
Célula Tronco 3 3 O O 
Biologia Molecular 5 4 1 O 
Onco-Hemato Pediatria 4 1 3 O 
Genética 8 2 6 O 
Biologia Celular 1 1 O O 
Banco Nacional de Tumores 2 2 O O 
Carcinogênese Molecular 4 2 1 1 
Imunogenética 4 O 4 O 
'Condições Operacionais; "Indicação de Manutenção Preventiva; 3Indicação de Manutenção Corretiva. 
6.2 A valiação da efetividade do monitoramento de temperatura de 
termocicladores 
6.2.1 Condições dos fatores determinantes da PCR 
° Quadro 3 indica a condição de cada fator no laboratório do CEMO, e se houve 
alteração nas condições dos fatores entre os períodos de 2011 e 2013. 
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Quadro 3: Condições dos fatores de otimização da PCR no laboratório de biologia 
molecular do CEMO/INCA. 
Condições no Laboratório 
Existe o registro do método de obtenção de amostra de DNA. 
Não houve alteração do método. A amostra é obtida com o 
protocolo operacional padrão escrito do laboratório. 
Existe o registro do tipo de enzima. 
Não houve alteração da enzima. 
São compradas apenas as marcas pré-qualificadas no INCA. 
Existe registro das características dos dNTPs. 
Não houve alteração dos dNTPs. 
São compradas apenas as marcas pré-qualificadas no INCA. 
Existe o registro das sequências dos dNTPs. 
Não houve alteração nas características e sequência dos dNTPs. 
São compradas apenas as marcas pré-qualificadas no INCA. 
Existe o registro da Ta. A Ta faz referência a Tm. 
Não houve alteração na Ta. 
Existe o registro da Tm. Não houve alteração na Tm. 
A Tm faz referência as quantidades de dNTPs. 
Existe o registro dos Ciclos de Temperaturas. 
Não houve alteração nos Ciclos de Temperaturas. 
Existe registro da solução tampão. 
Não houve alteração na solução tampão. 
A solução tampão é fornecida com a enzima. 
Existe registro do magnésio. 
Não houve alteração. 
O magnésio está contido na solução fornecida com a enzima. 
Existe registro dos controles. Não houve alteração. 
São usados controles comerciais e ainda controle de DNA de 
doador. 
Existe procedimento operacional escrito. 
Não houve alteração no procedimento. 
Fatores Determlnantes da PCR 
Amostra de DNA 
Enzima DNA Polimerase 
dNTPs 
Primer 
Temperatura de Anelamento (Ta) 
Temperatura de Melting (Tm) 
Ciclos de Temperaturas 
Solução Tampão 
Magnésio 
Controles: Positivo e Negativo 
Procedimento Escrito para 
Obtenção de Amostra de DNA 
Procedimentos Escritos para PCR Existem procedimentos operacionais escritos. 
Rearranjo t(9;22) BCRlABL Não houve alteração nos procedimentos. 
Multiplex e Nested 
Recursos Humanos Qualificados Existem profissionais qualificados, treinados e experientes na 
aplicação dos procedimentos e técnicas. 
Houve alteração parcial, mas sem perda de qualificação e/ou 
experiência dos profissionais. 
Ambiente e Fluxo de Trabalho Existe infraestrutura com ambientes pré e pós PCR. 
Existe controle de Fluxo entre os ambientes. 
Não houve alteração no ambiente e fluxo de trabalho. 
Pipetas Existe verificação da exatidão de volume das Pipetas. 
Periodicidade anual. Não houve alteração. 
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Os procedimentos operacionais escritos do laboratório não tiveram alteração entre 
os períodos dos estudos. Assim como não houve alteração nos materiais usados na PCR, 
tais como enzimas e dNTPs, os quais em ambos os períodos foram adquiridos de 
marcas pré-qualificadas. Também não houve alteração nos controles positivos e 
negativos. 
Houve alteração parcial de recursos humanos, no entanto, em ambos os períodos, 
o laboratório atuou com profissionais qualificados, treinados e experientes na aplicação 
dos procedimentos e das técnicas de biologia molecular. As condições do ambiente e 
fluxo de trabalho se mantiveram sem alteração, atendendo aos requisitos de áreas 
independentes para pré e pós PCR. Em ambos os períodos houve manutenção e 
calibração para as pipetas usadas nos laboratórios. Em 2013 o planejamento de 
manutenção foi ampliado, com contrato de manutenção específico para esta finalidade. 
Assim, as condições dos 15 itens do formulário apresentaram-se satisfatórias, 
atendendo as condições necessárias estabelecidas para garantir a otimização da PCR, 
como preconizadas na literatura (CAP, 2015; OECD, 2015; WHO, 2009; KENNEDY et 
aI., 2011; DEGEN et aI., 2006; MCPHERSON et al., 2006), e sem alterações entre os 
anos de 2011 e 2013. 
6.2.2 Desfechos da efetividade do monitoramento de temperatura de 
termocicladores 
a) Descrição da Amostra 
Foram 1526 exames realizados no ano de 2011 e 2574 exames no ano de 2013. A 
Figura 16 mostra os totais de exames que atenderam ao critério de estudo e os totais das 
amostras de 30% dos exames que atenderam aos critérios do estudo, em cada período. 
2011 2013 
Figura 16: Totais das amostras de exames utilizadas para os estudos em cada 
período. 
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A Tabela 3 caracteriza as duas amostras com relação às finalidades clínicas dos 
exames. 
Tabela 3: Caracterização dos exames das amostras do estudo por finalidade do 
exame. 
Finalidade Clínica dos Exames 2011 2013 
Diagnóstico inicial de LMC 52 71 
Acompanhamento Pós Transplante de Medula Óssea 40 69 
Mutação Genética 10 1 
b) Indicadores da efetividade do Programa 
A Tabela 4 apresenta as frequências observadas para os indicadores (Número de 
Exames com Recomendação para Repetir e Número de Exames Diagnosticas com 
Falsos Resultados) por período. Foram obtidos 21 (20,6%) Exames com Recomendação 
para Repetir em 2011 e 5 (3,5%) em 2013. Para o desfecho Número de Exames 
Diagnósticos com Resultado Falso, foram usados 52 exames no período 2011 e 71 
exames no período 2013. Com relação a este segundo indicador, o presente estudo não 
identificou divergências de resultados entre os laudos dos exames Rearranjo t(9;22) 
BCRJABL Qualitativo e os laudos de outros exames diagnósticos em LMC, quer no ano 
2011 ou no ano de 2013. 
Tabela 4: Frequência observada dos desfechos e tamanho das amostras. 
Desfecho 2011 2013 









Exames Diagnósticos com Falsos Resultados 
A Figura 17 ilustra o resultado dos Exames, com Recomendação para Repetir, 
associados ao motivo da recomendação para repetição, quer por amostra inadequada 
representada em azul, ou por indeterminação de resultado representada em vermelho. 
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Note-se a redução em vermelho do indicador de recomendação para repetição de 
exames devido à indeterminação de resultado. 













Figura 17: Gráfico com os percentuais dos exames com recomendação para 
repetir pelo motivo da recomendação, Amostra Inadequada e Indeterminação de 
Resultado. 
Em 2011, 20 exames tiveram indicação para repetir devido a condição de 
indeterminação de seu resultado (19,6%), e um exame foi indicado para repetir devido a 
amostra de DNA apresentar-se inadequada para o exame (0,9%). Em 2013, um exame 
foi indicado para repetir devido a indeterminação de resultado (0,7%), e quatro exames 
tiveram indicação para repetir devido a amostra inadequada (2,8%). 
O indicador Exames com Recomendação para Repetir devido à indeterminação ou 
impossibilidade de conclusão segura de seu resultado, representou redução de 18,9 
pontos percentuais no ano de 2013, em relação ao ano de 2011. Isso equivale a uma 
diferença relativa de risco pré-intervenção sob o risco pós-intervenção de 18,90% com 
IC 95% [11,07 - 26,73], sendo significativo para o valor de z = 4,73 com p < 0,0001. 
Uma outra medida dessa associação pode ser dada pelo risco relativo de se ter um teste 
com recomendação de repetição na fase pré-intervenção pelo risco na fase de pós- 
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intervenção de 27,65 IC 95% [3,77 - 202,69], significativo para o valor de z = 3,27 com 
p < 0.001l. Outra forma de interpretar esse resultado é utilizar o NNH (do inglês, 
.YlIl11ber Need to Harmi. Essa medida indica o número de exames a serem expostos ao 
risco para se obter um exame com recomendação para repetir, que no caso foi de 5. 
A Tabela 5 associa os exames com recomendação para repetir com a finalidade 
clínica dos exames. A Tabela 6 ilustra o número de exames indeterminados, com 
recomendação para repetir, que após a repetição ficou claro tratarem-se de exames 
positivos. 
Tabela 5: Recomendação para repetir em função da finalidade clínica do exame. 
Finalidade Clínica dos Exames Recomendação para Repetir 
2011 2013 
Diagnóstico inicial de LMC 





Mutação Genética o 
Tabela 6: Exames indicados para repetição devido indeterminação do resultado, 
que após a repetição apresentaram resultado positivo. 
Finalidade Clínica dos Exames Após Repetir 
2011 2013 
Diagnóstico inicial de LMC 





O Mutação Genética 2 
6.2.3 Estimativa de custo operacional de repetição de exames 
As estimativas de Número de Exames Repetidos e de Custo de Repetição foram 
calculadas para os três contextos e apresentadas na Tabela 7. 
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Tabela 7: Estimativas de custo operacional de repetição de exames. 




Proporção de Estimativa de 
Equipamentos Número de 







CEM O (2011) 
Rearranjo t(9;22)BCR/ABL 
1.526 0,67 307 R$ 29,97 R$ 9.192,58 
CEMO (2015) 
Rearranjos, Translocações, Quimerismos 1.866 0,20 112 R$ 29,97 R$ 3.355,44 
Vírus 4.515 0,00 O R$ 29,97 R$ 0,00 
H istocompatibilidade 5.357 1,00 1.607 R$ 62,40 R$ 100.283,04 
Todos os Exames 11.738 1.831 R$ 103.638,48 
SUS (2016) 
Exames de Genética' 







R$ 32,64 R$ 1.299.098,57 
R$ 32,64 R$ 756.191,70 
I Estimativa obtida pelo produto do número de exames. da proporção de equipamento inadequado, e do índice de repetição por equipamento inadequado (0.30). 
:: Estimativa obtida pelo produto da estimativa de exames repetidos e do valor do custo operacional. 
'Estimativas obtidas em função da proporção de equipamentos inadequados usada para o contexto do CEMO 201 1 (0,67); (2/3 equipamentos inadequados). 
4EslÍmati vas obtidas em função da proporção de equipamentos inadequados usada para o contexto do C EM () 2015 (0,39); (5/13 equipamentos inadequados). 
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7 DISCUSSÃO 
Estudos apontam que erros na execução da PCR têm potencial de interferir nos 
diagnósticos de doenças, além de implicar em problemas como falsas mutações de 
sequenciamento de nova geração (PINTO et al., 2012; POTAPOV et al., 2017), assim 
como, em problemas de processamento de dados genéticos em larga escala (BLOW, 
2017). Cabe aqui mencionar que o preparo de alguns tipos de biblioteca para o 
sequenciamento de nova geração pode ou não utilizar a PCR; nos casos que utilizam a 
PCR, um falso resultado positivo, por exemplo, pode levar a uma falsa mutação no 
sequenciamento. 
Embora a PCR seja considerada técnica amplamente validada, os erros na sua 
execução podem ser explicados em função do mau desempenho de fatores da reação. 
Este trabalho buscou associar um dos fatores determinantes da otimização da PCR, o 
equipamento tennociclador, a potencial ocorrência de falha na PCR. 
Os resultados da avaliação da efetividade do programa de rnonitoramento de 
temperatura de termocic1adores, obtidos no presente trabalho, corroboraram com os 
relatos de o mau desempenho do termociclador afetar a PCR (KIM et al., 2008; 
SAUNDERS et al., 2001; SCHODER et al., 2003). A avaliação demonstrou que após a 
intervenção nos tennocic1adores houve redução de 18,9 pontos percentuais na 
recomendação de repetição de exames indetenninados. Associamos a melhoria deste 
indicador à intervenção de monitoramento de temperatura dos tennocicladores, devido 
às condições dos demais fatores determinantes da PCR não ter apresentado modificação 
ao longo do estudo. Este achado nos alerta sobre a importância da verificação periódica 
da temperatura dos termocicladores, de modo a minimizar o risco de equipamento 
inadequado ao uso produzir resultado de PCR não confiável. Isto vai de encontro ao 
senso comum, que em geral, não considera o mau desempenho do tennociclador como 
um fator de erro na PCR. 
Este foi um ponto importante do presente trabalho, evidenciar a necessidade de 
um controle preciso e consistente da temperatura da PCR. Geralmente, é assumido que 
as temperaturas são uniformes em todos os poços em um termociclador e que os pontos 
de programação de temperatura são atingidos com exatidão durante a termociclagem. 
Porém, esses parâmetros de temperatura podem se alterar com o tempo, levando a 
exames com resultados falhos. 
Por outro lado, o resultado da avaliação de efetividade do programa, mostrou que 
dentre os motivos para a recomendação de repetição de exame foi observado um 
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crescimento devido à amostra inadequada (1,9%), que não pode ser atribuído ao 
1ft li! desempenho do tennociclador. Isto talvez possa ter acontecido devido ao aumento de 
:1111 
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demanda externa ao INCA por realização do exame Rearranjo t(9;22) BCRJ ABL, no 
ano de 2013. No entanto, a princípio, esta condição não representa vício no processo de 
preparação de amostra de DNA do laboratório em estudo, pois, a amostra de paciente é 
recebida de outras áreas do INCA e de diversos hospitais públicos para a realização do 
exame no laboratório do CEMO/INCA, sem que a coleta de amostras de pacientes seja 
realizada nesse laboratório. 
Neste trabalho, o indicador de efetividade proposto Número de Exames com 
Recomendação para Repelir mostrou-se também relevante para conduzir estimativas de 
custo operacional de repetição de exames. Estas estimativas, descritas em três 
contextos, nos fazem supor que medidas para o monitoramento de temperatura de 
termocicladores podem ter impacto importante não somente para a redução de erros na 
PCR, mas também para a redução de gastos com a repetição de exames. 
Devido à falta de conhecimento sobre a condição operacional dos termocicladores 
do contexto do SUS, consideramos para a estimativa de custo operacional de repetição 
de exames em 2016, valores diferentes para expressar a proporção entre equipamentos 
inadequados e o total de equipamentos que realizaram os exames. Neste caso, adotamos 
uma proporção maior, 2/3 (0,67), e outra menor, 5/13 (0,39), que foram obtidas nos 
estudos dos contextos do CEMO 2011 e do CEM O 2015, respectivamente. Isto permitiu 
estimar um valor médio de custo operacional de repetição para o contexto SUS 2016 de 
R$1.027.645,14. Porém, alertamos que a magnitude dos gastos em decorrência de 
exames realizados em tennocicladores inadequados, naturalmente poderá diferir à 
estimada neste trabalho, a depender da real condição de funcionamento desses 
termocicladores, e à ocorrência de outros fatores. Estas estimativas devem ser 
interpretadas com muita cautela, não somente por ser desconhecida a proporção de 
termocicladores inadequados, mais ainda, por haver outras condições que aqui se 
mostraram adequadas ou ótimas, mas que podem influenciar negativamente outros 
ensaios, em outros cenários. A inadequação dos tennocicladores nestes outros cenários 
pode ter um impacto maior ou menor no número de exames a repetir. 
Além disso, no contexto CEMO 2015 foi adotada uma simplificação com relação 
ao valor operacional dos exames para a identificação de partículas virais, que na 
realidade apresentam valores distintos, em geral valores superiores a R$29,97; e 
também foi realizada uma extrapolação com relação à proporção de equipamentos 
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inadequados, que considerou uma mesma taxa de exames a serem repetidos, sem 
considerar as diferenças existentes entre as técnicas PCR de cada tipo de exame. 
Temos ainda que considerar que eventualmente pode ter ocorrido subnotificação 
de exames nos sistemas de informação utilizados, o que, neste caso, levaria a um 
número maior de exames realizados e a um consequente aumento do valor estimado de 
custo operacional de repetição. 
Ainda com relação à proporção entre o número de equipamentos inadequados e o 
número total de equipamentos, notamos que a proporção obtida para o contexto CEMO 
2011, 2/3 (0,67), equivale à proporção de 4/6 (0,67) identificada na avaliação de 
termocicladores do Centro de Pesquisa/INCA em ensaios com amostras homogêneas. 
Ressaltamos que estas proporções dizem respeito a dados obtidos antes do 
monitoramento de temperatura de termocicladores. Contudo, a proporção de 2/3 (0,67), 
apresenta-se superior tanto à proporção do contexto do CEMO 2015, 5/13 (0,39), 
quanto à identificada na implantação do programa no INCA em 2015, 18/41 (0,44), 
quando alguns equipamentos já estavam sob o monitoramento de temperatura. Isto nos 
faz refletir que mesmo em uma instituição de referência do Ministério da Saúde, 
identificamos cenários que apresentam valores superiores a 60% de equipamentos 
inadequados. 
Porém, a proporção do contexto CEMO 2011, 2/3 (0,67), apresenta-se inferior à 
proporção de 14/18 (0,78), quando comparada ao estudo de SOUZA (2017), que 
identificou 14 termocicladores inadequados ao uso em um total de 18 termocicladores 
avaliados em hospital universitário do Estado de Santa Catarina, por meio de ensaios 
com amostras comerciais, outro método de avaliação. Esse estudo revela o elevado 
número de termocicladores inadequados ao uso que poderá ser identificado em diversos 
laboratórios brasileiros, com consequente implicação no custo operacional de repetição 
de exames. 
Com relação ao indicador Número de Exames Diagnósticos com Resultado Falso, 
a tentativa de utilizá-lo não foi bem sucedida. No presente trabalho, não foi identificado 
pedido de repetição de exame com resultado falso negativo, em ambas as amostras do 
estudo. Isso pode indicar que os procedimentos de controle do laboratório do CEMO, 
considerado um laboratório de referência nessa área, foram suficientes para impedir a 
conclusão de exame de paciente com resultado falso negativo. Por exemplo, os dados de 
2011 revelaram três exames com recomendação para repetir, devido indeterminação de 
resultado, que, no entanto, após a repetição ficou claro tratarem de casos de resultados 
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positivos, e nestes casos os exames foram concluídos com laudos de resultados 
positivos. 
Porém, o uso desse indicador deve ser considerado com cautela, dado o tamanho 
reduzido da amostra, uma vez que este estudo foi limitado aos exames com a finalidade 
de diagnóstico inicial de LMC. Devido ao fato de os demais tipos de exames 
dependerem de análise clínica para o acompanhamento e de comparação com outros 
exames, ou ainda representarem evento raro. Contudo, embora esse indicador não tenha 
mostrado ocorrência de registros, não é recomendável descartá-Io em eventuais estudos 
em outros laboratórios, sem antes realizar análise crítica das condições operacionais do 
laboratório. É possível supor que a condição dos fatores determinantes da PCR, 
encontrada no laboratório do CEMO, referência no Brasil para a avaliação de LMC, 
pode não se reproduzir igualmente em outros laboratórios de biologia molecular. 
Outro ponto importante do presente trabalho foi o desenvolvimento do processo 
de medição de temperatura do termociclador, com o qual foi possível atribuir os 
resultados de PCR indesejáveis a falhas no controle da temperatura do termociclador. O 
principal desafio para o desenvolvimento da etapa de pré-implantação do programa foi 
realizar a adaptação do instrumento analisador de termociclador para garantir a 
adequada medição de temperatura. Foi necessário superar o problema de medição com a 
tampa do termociclador aberta e estabelecer os procedimentos para as verificações de 
temperatura e para as estimativas de incerteza de medição dos sensores. 
Com relação ao resultado do diagnóstico da implantação do programa, os 
tennocicladores que apresentaram não conformidade ao procedimento proposto foram 
os termocicladores de uso mais intenso. Isto pode ter ocorrido em função desses 
equipamentos estarem instalados em laboratórios com alta produção de exames. 
Entretanto, não foi possível quantificar a intensidade de uso dos tennocicladores, pois 
estes não dispõem de medidores de tempo de uso, recurso que seria útil para refinar o 
programa. 
Assim, tendo em vista o trabalho realizado, é possível apresentar algumas 
recomendações para as equipes dos laboratórios, visando à melhoria da otimização da 
PCR. Inicialmente são enfatizados quatro aspectos essenciais para manter o controle da 
temperatura do termociclador, que são: a) planejar a verificação periódica da 
temperatura de tennocicladores; b) estabelecer um layout da disposição dos sensores 
nos poços do bloco térmico; c) estabelecer um limite de controle do usuário; e d) 
orientar as medições no ponto de ajuste dos ciclos de temperatura. Adicionalmente, é 
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recomendado que na ausência de um instrumento analisador de termociclador, a 
verificação periódica do desempenho do termociclador seja realizada, por exemplo, 
utilizando teste de PCR controle com amostras homogêneas. 
Outra recomendação diz respeito ao desenvolvimento de um analisador de 
termociclador para a medição de temperatura com a tampa do termociclador fechada, 
devido à dificuldade de aquisição de um instrumento adequado à medição de 
temperatura de termociclador, aqui identificada. 
For fim, vale ressaltar que a metodologia desenvolvida neste trabalho poderá ser 
estendida aos tennocicladores quantitativos. Porém, além de adaptações para a medição 
de temperatura, será necessário o estudo sobre medição de intensidade de fluorescência, 
porque, nesse tipo de termociclador, a quantificação do produto amplificado é realizada 
por meio de monitoramento de emissão de fluorescência e visualizada em tempo real na 
tela do computador. 
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8 CO~CLUSÃO 
A avaliação da efetividade do programa de monitoramento de temperatura de 
termocicladores demostrou que a intervenção foi efetiva para reduzir a recomendação 
de repetição de exames indeterminados e pôde expressar uma economia de custos para o 
laboratório do CEMO. As estimativas de número de exames repetidos e de custo 
operacional de repetição, para os demais contextos do estudo, revelaram o impacto 
potencial que o mau funcionamento do termociclador pode representar em termos de 
gastos. 
Essas evidências alertam sobre a necessidade de verificação sistemática de 
temperatura do termociclador para a otimização da PCR. Questão às vezes 
negligenciada, não somente devido à confiança excessiva no equipamento, mas também 
em vista das dificuldades em prover as condições adequadas para a medição de 
temperatura do termociclador. 
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Resumo: Este trabalho objetiva avaliar a influência das 
condições ambientais de temperatura no processo de 
análise de termocicladores, visando aprimorar o método 
de verificação desses equipamentos nos laboratórios do 
Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da 
Silva. Foram realizadas adaptações nos sensores do 
equipamento de análise da temperatura, de modo a 
reproduzir às condições sob as quais o rermociclador é 
usado. Foram realizados 3 tipos de experimentos: com 
tampa aberta. parcialmente fechada e fechada. Os 
experimentos foram feitos em 37 termocicladores 
programados com protocolo de variação nas 
temperaturas de 55°C. n"c e 95°C. As estimativas de 
intervalos de confiança das médias das medidas obtidas 
nos experimentos foram comparadas aos valores de 
temperatura preconizados pelos fabricantes. Os 
resultados apontam o melhor desempenho dos 
experimentos com tampa fechada. no qual ocorreu 
menor influência da temperatura ambiente. Assim ficou 
claro a necessidade de efetuar adaptações no atual 
processo de análise dos termocicladores de forma a 
obter a correta operação desses equipamentos. 
Palavras-chave: Avaliação de Tecnologias em Saúde, 
Engenharia Clínica. Técnicas de Diagnóstico Molecular. 
Abstract : This work aims to evaluate the influence ar 
1'00111 teinperature on lhe monitoring process of the 
operating temperatures ar thermocyclers in the José 
Alencar Gomes da Sil1'(1 National Cancer Institutc. 
Adaptations were made in lhe temperature sensors of 
the thermocvcler analysis equipment in order 10 reduce 
lhe influence of 1'00111 temperature. Three expcriments 
were carried out with the equipment lid open, partially 
closed and closed. A sample of 37 thennocyclers were 
analysed at the following tetnperatures: 55°C, 7rC and 
95°C. The 95% confidence intervals o [' lhe precision 
temperature tneans and unifonnity tneans were 
compared with lhe manufacturer's standard values for 
each experinient. The findings indicated that the closed 
lid experitnents performed better thon the others, since 
they prescnted the least influence of room temperature. 
Thus it becaine clear that adjustments need to be inade 
in the current monitoring process or the thermocvclers 
to obtain their correct operating temperature. 
Keywords: Healthcare Technologv Assesstnent, Clinical 
Engineering, Molecular Diagnostic Techniques. 
Introdução 
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Um termociclador é equipamento concebido para 
prover protocolos de variação de temperatura em bloco 
térmico capaz de receber tubos com material genético 
preparado para ser submetido à reação em cadeia da 
polimerase (PCR) e operacionalizar a amplificação de 
fragmentos de DNA. Este procedimento é responsável 
por impulsionar pesquisas biológicas em diversas áreas, 
tais C01110: agricultura e medicina humana. veterinária e 
forense. Na área da saúde está presente em testes 
diagnósticos para identificação de doenças, por 
exemplo HIV/A1DS. Tuberculose. Leishmaniose, 
Hepatite e Leucernia: e em prognósticos moleculares 
nas síndromes de predisposição hereditária ao câncer, e 
ainda na pesquisa clinica de novos medicamentos e 
controle da terapêutica oucológica. O tennociclador é 
reconhecido e destacado como tecuologia estável e 
amplamente utilizada, quando comparada a outras 
tecnologias de diagnóstico molecular [1]. 
O processo da PCR é considerado uma técnica bem 
estabelecida se executado de forma criteriosa. A 
literatura relata vários fatores que podem fazer com que 
o produto PCR resulte falso ou falho [2] e [3]. Muitos 
desses fatores estão relacionados com as condições dos 
elementos incluídos na reação PCR, os quais são 
submetidos à repetição de ciclos de temperatura no 
equipamento termociclador, em temperaturas que 
variam nos valores aproximados de 95°C, 55°C e 72°C, 
para que sejam obtidas as fases de desnaturação, 
anelamento e extensão do DNA. São elementos da 
reação PCR: a) fragmento de DNA amostra para a 
amplificação; b) conjunto de bases nitrogenadas, os 
nucleotídeos; c) primers iniciadores do processo; d) e a 
enzima termoestável, Taq Polirnerase, catalisadora da 
reação. No entanto, nem sempre considerado, o 
desempenho do termociclador é fundamental na 
obtenção de resultado válido no processo da PCR, 
devido a este fornecer a correta temperatura para cada 
uma das etapas, sob o risco de introduzir razão para 
falha ou falso resultado da PC R, as quais ocorrem 
especialmente devido a problemas nas fases de 
desnaturação e anelamento. Alguns trabalhos sobre 
avaliação de desempenho do termociclador relataram a 
possibilidade de uso inapropriado deste equipamento, 
especialmente quando usado em aplicações com 
protocolos PCR de ciclos rápidos [4] e [5]. 
No contexto da implantação de Núcleo de 
Engenharia Clínica voltado à gestão de equipamentos 
medico-hospitalares dedicados às áreas de 
Transplante de Medula Óssea e Pesquisa do INCA 
(Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da 
Silva) foi identificada a carência de rotina para a 
avaliação do uso seguro do termociclador. Desta forma, 
foi adquirido um equipamento de teste para verificar as 
condições de funcionamento dos termocicladores. 
Contudo ao executar o protocolo de verificação da 
temperatura recomendado pelo fabricante, observou-se 
que a placa que suporta os sensores de teste não 
permitia o fechamento da tampa do termociclador. 
Considerando que em condições normais de 
funcionamento o equipamento é mantido com a tampa 
fechada, surgiu o questionamento quanto à possibilidade 
de a temperatura ambiente prejudicar no processo de 
verificação das temperaturas nas condições operacionais 
dos tennocicladores. No intuito de identificar o melhor 
processo de análise das temperaturas do tennoc icla dor, 
usando o equipamento de teste, foram realizados três 
experimentos. Foi comparada a análise de tampa aberta, 
com as alternativas de tampa fechada parcialmente e 
totalmente fechada. Assim, este trabalho tem por 
objetivo avaliar a interferência da temperatura ambiente 
no processo de verificação da exatidão e uniformidade 
(linearidade) das temperaturas do termociclador. Os 
resultados poderão apoiar o desenvolvimento de um 
protocolo para o monitoramento de termocicladores. 
Materiais e métodos 
Foi usado para a aquisição dinâmica de dados o 
equipamento de teste comercial, analisador de 
termociclador. marca Hain Lifescience, modelo TAS e 
respectivo software TAS2.exe V2 8 O, com resolução de 
0,0076°C e exatidão de +/- O, 1°C. Os sensores de 
temperatura, do analisador TAS, tipo PTlOO, usados nos 
experimentos, foram calibrados e certificados no 
laboratório do fabricante, com tempo de resposta 
< 200ms, eITOS de 0,1 °C a O,4°C; assim como o sensor 
de referência de calibração com eITO de +/- O.OI°C. As 
calibrações foram realizadas de acordo com a ISO/IEC 
17025 e padrões de referência primária do National 
Institute of Standards and Technology 
Para a avaliação das condições de funcionamento 
foram obtidas amostras de 37 termocicladores, de 
blocos térmicos de 96 poços e diferentes intensidades de 
uso. tais como os modelos: Veriti e System 9700. marca 
Applied Biosysterns; My Cycler, marca Biorad; Master 
Cycler marca Eppendorf e PT J 00 marca MJResearch. 
O primeiro experimento, Tampa Aberta (TA), foi 
realizado atendendo a recomendação do fabricante do 
analisador TAS, com os sensores de temperaturas 
posicionados no bloco térmico do termociclador, e 
conectados diretamente à placa do analisador TAS. O 
experimento TA utilizou 48 sensores, distribuídos no 
bloco térmico do termociclador, conforme esquema na 
Figura I. A montagem da placa para a realização do 
experimento é ilustrada na Figura 2. 
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Figura I: Esquema das posições dos 48 sensores. 
Figura 2: Experimento TA com os 48 sensores. 
O segundo experimento. Tampa Fechada 
Parcialmente (TFP). fOI realizado com os sensores 
posicionados nos poços do bloco do termociclador. e 
ligados à placa do analisador T-\S por cabo extensor. 
Isto permitiu o fechamento parcial da tampa do 
termociclador. pois. a altura destes sensores não 
permitiu o fechamento total da tampa do tennociclador. 
Os sensores usados neste experimento foram fomecidos 
pelo fabricante do equipamento analisador TAS. Foram 
utilizados I.:' sensores distribuídos no bloco térmico do 
terrnociclador. nas posições: AL A4. A7. AIO. AI2, DL 
D7. D12. E4. ElO. HL H4. H7. HIO e H12. 
O terceiro experimento. Tampa Totalmente Fechada 
(TTF). foi realizado com os sensores com os cabos 
extensores, adaptados no laboratório do Núcleo de 
Engenharia Clínica do INCA. A adaptação consistiu na 
redução da altura do sensor, de forma a permitir o 
fechamento total da tampa do termociclador. Foram 
utilizados três sensores distribuídos no bloco térmico do 
terrnociclador, nas posições: AI. D7 e ElO. 
Todos os sensores usados nas medições foram 
posicionados nos poços dos blocos térmicos dos 
termocicladores e conectados à placa do equipamento 
de teste TAS, que se liga ao seu módulo e a seguir a um 
microcomputador. As montagens TFP e TTF usaram 
sensores com cabos extensores de 0,75m de 
comprimento para a conexão dos sensores à placa. 
A Figura 3 ilustra exemplo dos sensores conectados 
ao bloco térmico de terrnociclador em conexão por cabo 
à placa, nas montagens dos experimentos TTF (l-cabo 
vermelho) e TFP (2-cabo cinza), e conexão dos sensores 
diretos à placa do equipamento TAS, montagem do 
experimento TA (3-placa). Notar a altura dos sensores 
nas montagens TFP e TA que se apresentam superiores a 
altura da montagem TTF. 
Figura 3: Exemplo de conexão de sensores ao bloco 
térmico do termociclador, nos três experimentos: sensor 
experimento TTF (1), sensor experimento TPF (2) e 
placa com sensores do experimento TA (3). 
A Figura 4 ilustra sensores na montagem TTF 
posicionados ao bloco térmico com a tampa do 
termociclador fechada e ligados por cabos à placa. 
I ir--::- 
~ \;,1/ 
Figura 4: Experimento TTF com os 3 sensores. 
Os experimentos foram realizados com a 
temperatura ambiente aproximada de 22°C. Foi 
programado o mesmo protocolo de variação de 
temperatura nos 37 termocicladores, em todos os 
experimentos, conforme recomendado pelo fabricante 
do analisador TAS, obedecendo a seguinte sequência: 
l min 95°C; 2min 4°C; lmin 95°C; l min 30°C; lmin 
95°C; lmin 55°C; 1 min 72°C; 305 95°C: 30s 72°C; 2min 
4°C. As amostras de temperatura foram obtidas pelo 
equipamento TAS. Em cada experimento, foram 
adquiridos dados de temperaturas de todos os sensores 
usados em cada um dos 37 tennocicladores. O 
analisador TAS calculou a média dos valores obtidos de 
exatidão e uniformidade (linearidade entre poços) nas 
temperaturas 55°C, 72°C e 95°C, em cada termociclador. 
Cada experimento gerou 37 valores médios de exatidão 
para as três temperaturas, totalizando 111 valores; de 
modo similar foi gerado o total de 111 valores médios 
de uniformidade por experimento. 
A análise dos dados foi feita no software IBM SPSS 
Statistics, v.22. Foram estimados os valores de p para o 
Teste t de Student para uma amostra, com nível de 
significância de 0,05, e os intervalos de confiança de 
95~'o (IC 95%) para as médias dos valores de exatidão e 
uniformidade dos 37 equipamentos nas três 
temperaturas, por experimento. As estimativas de 
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IC95% foram analisadas com relação aos valores de 
referência preconizados pelos fabricantes de 
termocicladores com tolerância de +/- 0,25°C para a 
exatidão e variação máxima de 0,5°C para a 
uniformidade. 
Resultados 
A Tabela 1 mostra as estimativas de média. desvio 
padrão, intervalo de confiança de 95% para os valores 
de exatidão da temperatura nos três experimentos (TA, 
TFP e TTP) nas três temperaturas (55°C, 72°C e 95°C), 
juntamente com os valores p do teste da média da 
amostra (N=37) e o valor padrão dado pelo fabricante. 
Esses valores indicam que há diferença significativa em 
todos os experimentos, exceto o TTF à 95°C. Isto indica 
que na condição TTF à 95°C, o experimento foi 
realizado em conformidade com o padrão do fabricante. 
Tabela 1: Temperatura Padrão (TP), Média, Desvio 
Padrão (DP), Intervalo de Confiança (lC95%) e Valor p 
para a exatidão nos três experimentos (TA, TFP e TTF). 
TP .\Iédia DP IC 95% VaIOl' P 
TA 55l)C 54.69 OAO 54.56 a 54,8-' 0,000 
TFP 5511C 55.56 0.55 55.38 a 55,75 0,000 
TTF 5S"C 55.7-' 0,72 55.49355,97 0.000 
TA 72(lC 7(U5 0,56 70,22 a 70.28 0,000 
TFP 72"C 71.79 OA9 71,62 a 71,95 0,015 
TTF 72°C 72.31 0.55 72.13 a 72,50 0,001 
TA 95"e 92.47 0,74 92,23 a 92,72 0,000 
TFP 95"e 94,-'7 0,53 94,19 a 94,55 0,000 
TTF 95l'C 95,00 0,63 94,79 a 95,21 0,934 
A Tabela 2 reproduz os mesmos valores da Tabela 1 
para a uniformidade. Diferenças significativas foram 
obtidas, exceto para os experimentos TTr. 
Tabela 2: Temperatura Padrão (TP), Média, Desvio 
Padrão (DP), Intervalo de Confiança (IC95%) e Valor p 
para a uniformidade nos três experimentos. 
TP Média DP IC95% VaIOl' P 
TA 55°e 1.48 0,60 1.2831,68 0,000 
TFP 55°e 1,53 0,63 1,32 a 1.74 0,000 
TTF 55°C 0,54 0,36 0,42 a 0,66 0,425 
TA 72°e 3,77 1,10 3,40a4,14 0,000 
TFP 72°C 1,28 0,54 1,10a1.46 0,000 
TTF 72°C 0,48 0,36 0,36 a 0,60 0,759 
TA 95°e 5,60 1,30 5,1636,03 0,000 
TFP 95°e 1,85 0,92 1,54 a 2.16 0,000 
TTF 95"C 0,74 o.s: 0,45 a 1,04 0,092 
Para a uniformidade. os experimentos TTF 
apresentaram resultados em conformidade com o 
indicado pelo fabricante nas três temperaturas. 
A Figura 5 apresenta o diagrama de caixa para 
as medidas de uniformidade obtidas para os 
três experimentos nas três temperaturas. Ilustra que 
às adaptações realizadas nos sensores usados no 
experimento TTF, além de apresentarem valores mais 
próximos ao padrão do fabricante quando comparados 
aos outros experimemos, permitem melhor visualização 
de equipamentos com valores discrepantes de 
uniformidade (Figura 4 - TTF). não identificados 110S 
experimentos TA e TFP, por exemplo. equipamentos: 
20, I!. 34 e 10. 
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Figura 5: Diagrama de 
uniformidade para os 
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caixa das medidas de 
três experimentos por 
Discussão 
A Política Nacional de Gestão de Tecnologias em 
Saúde [6] ressalta que o monitoramento de tecnologias 
após sua incorporação é fundamental para garantir a 
efetividade esperada da tecnologia. No caso dos 
termocicladores é essencial garantir que os 
equipamentos estejam sendo operados em boas 
condições de uso. Desta forma, é necessário que se 
tenha meios adequados de verificar o seu bom 
funcionamento. 
Os resultados mostram que foi possível melhorar as 
condições de teste dos termocicladores com a adaptação 
sugeri da (TTF), em especial para a temperatura de 95°C. 
Para as demais temperaturas, ainda existe a necessidade 
de mais estudos e ajustes, buscando identificar outros 
fatores que possam estar influenciando no processo de 
verificação das temperaturas. Cabe investigar se existem 
condições internas ao conjunto térmico do 
termociclador que impliquem em alteração nas 
temperaturas próximas a 55°C, e se tais condições 
causariam impacto no desempenho da PCR. 
Este trabalho não tem por finalidade abordar a 
questão da calibração do termociclador, mas efetuar a 
verificação das temperaturas dos termocicladores em 
comparação a um padrão de controle - o equipamento 
TAS. realizando a análise estatística dos experimentos. 
Neste sentido os resultados do estudo demonstraram 
que é recomendável verificar a temperatura dos 
termocicladores com a tampa totalmente fechada, sem 
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influência do ambiente. Os sensores modificados para as 
análises de temperatura com TTF foram capazes de 
medir a temperatura com exatidão aceitável. Em síntese. 
a condição TTF demonstrou resultados melhores do que 
os obtidos nas condições TA e TFP: e com capacidade 
para reconhecer equipamentos com necessidades de 
correção. 
Ficou claro que as análises de temperaturas na 
condição TA, obtiveram temperaturas discrepantes em 
relação ao padrão dos fabricantes, nas medições de 
uniformidade (linearidade) de temperatura entre poços 
de um termociclador. Este resultado mostra que com a 
análise de temperaturas com a tampa aberta é inviável 
realizar os diagnósticos sobre as condições seguras de 
funcionamento dos termocicladores. 
Porém. este estudo tem como limitação utilizar 
apenas três sensores no experimento TTE restringindo a 
coleta de dados nos blocos térmicos. Isto também pode 
ter reduzido a variação observada entre as medições 
quando comparado aos demais experimentos. Uma 
perspectiva de melhoria é realizar novos experimentos 
usando 15 sensores. 
Apesar das limitações apontadas. as adaptações 
realizadas parecem promissoras e permitem melhor 
identificação dos equipamentos com necessidade de 
ajustes. Estes resultados indicam a importância em 
aperfeiçoar o monitoramento das condições de uso dos 
termocicladores, de forma a garantir que os exames 
sejam realizados de forma adequada. sem prejuizo ao 
paciente e ao sistema de saúde. 
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APÊNDICE B: Estimativas de Incerteza de Medição Expandida 
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As estimativas de Incerteza de Medição Expandida para os 18 sensores usados no 
ensaio de três medidas repetidas são apresentadas nas Tabelas de 1 a 3, para a 
temperatura de 55° C (Tabela 1), para a temperatura de 72° C (Tabela 2) e para a 
temperatura de 95° C (Tabela 3); considerando a Equação: 
uc(y) = JU(A)Z + u(BJz + U(BZ)2 
onde: 
uc: incerteza combinada 
u(A): incerteza devido a repetição de medidas 
U(Bl): incerteza devido a certificado de calibração 
u(Bz): incerteza devido a resolução do instrumento de medição 
As incertezas expandidas de medições declaradas no certificado de calibração, 
emitido por laboratório da Rede Brasileira de Calibração. para k = 2, foram: 0,10° C 
para 55° C; 0,10° C para 72° C: e 0,220 C para 95° C. O valor usado para a incerteza 
devido à resolução do instrumento de medição foi B2 = 0,01 o C. O número de medidas 
foi três, 11 = 3. O fator de abrangência foi determinado para o nível de confiança de 
95,45%, k = 2. 
Tabela 1. Estimativa da Incerteza de Medição Expandida para a Temperatura de 55° C. 
Posição Sensor Média (0 C) Desvio Padrão (0 C) A (0 e) B1 (0 e) Incerteza Expandida (0 C) 
n=3 K=2 
Al 1 55,50 0,04 0,02 0,05 0,11 
A4 2 55,28 0,05 0,03 0,05 0,11 
A7 3 54,99 0,04 0,02 0,05 0,11 
AlO 4 55,47 0,02 0,01 0,05 0,10 
A12 5 55,23 0,02 0,01 0,05 0,10 
Dl 6 55,50 0,04 0,02 0,05 0,11 
D7 7 55,79 0,04 0,02 0,05 0,11 
D12 8 55,12 0,04 0,03 0,05 0,11 
E4 9 55,58 0,07 0,04 0,05 0,13 
E6 10 55,31 0,03 0,02 0,05 0,11 
ElO 11 55,40 0,06 0,03 0,05 0,12 
Hl 12 54,56 0,02 0,01 0,05 0,10 
H4 13 54,69 0,02 0,01 0,05 0,10 
H7 14 55,50 0,02 0,01 0,05 0,10 
Hl0 15 54,56 0,02 0,01 0,05 0,10 
H12 16 54,49 0,02 0,01 0,05 0,10 
C5 17 54,89 0,01 0,01 0,05 0,10 
G5 18 55,02 0,02 0,01 0,05 0,10 
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Tabela 2. Cálculo da Incerteza de Medição Expandida para a Temperatura de 72°C. 
Posição Sensor Média (0 C) Desvio Padrão (0 C) A (0 C) B1 (0 C) Incerteza Expandida (0 C) 
n =3 k=2 
A1 1 72,33 0,01 0,01 0,05 0,10 
A4 2 72,84 0,07 0,04 0,05 0,13 
A7 3 71,32 0,03 0,02 0,05 0,11 
AlO 4 72,07 0,04 0,02 0,05 0,11 
A12 5 72,50 0,07 0,04 0,05 0,13 
D1 6 72,06 0,01 0,00 0,05 0,10 
D7 7 72,48 0,04 0,03 0,05 0,11 
D12 8 72,41 0,02 0,01 0,05 0,10 
E4 9 71,84 0,04 0,02 0,05 0,11 
E6 10 72,96 0,03 0,02 0,05 0,11 
ElO 11 72,35 0,06 0,04 0,05 0,12 
Hl 12 71,18 0,01 0,01 0,05 0,10 
H4 13 71,66 0,01 0,00 0,05 0,10 
H7 14 71,44 0,03 0,02 0,05 0,11 
Hl0 15 72,33 0,02 0,01 0,05 0,10 
H12 16 71,71 0,02 0,01 0,05 0,10 
C5 17 72,03 0,02 0,01 0,05 0,10 
G5 18 71,88 0,01 0,00 0,05 0,10 
Tabela 3. Cálculo da Incerteza de Medição Expandida para a Temperatura de 95°C. 
Posição Sensor Média (0 C) Desvio Padrão (0 C) A (0 C) B1 (0 C) Incerteza Expandida (0 C) 
n =3 k=2 
Al 1 94,32 0,16 0,09 0,11 0,29 
A4 2 95,58 0,07 0,04 0,11 0,23 
A7 3 95,60 0,16 0,09 0,11 0,29 
AlO 4 94,07 0,13 0,08 0,11 0,27 
A12 5 94,27 0,05 0,03 0,11 0,23 
D1 6 95,44 0,03 0,02 0,11 0,22 
D7 7 94,46 0,05 0,03 0,11 0,23 
D12 8 95,01 0,05 0,03 0,11 0,23 
E4 9 94,80 0,08 0,05 0,11 0,24 
E6 10 95,14 0,03 0,02 0,11 0,22 
ElO 11 94,37 0,06 0,03 0,11 0,23 
Hl 12 92,98 0,06 0,04 0,11 0,23 
H4 13 94,40 0,09 0,05 0,11 0,24 
H7 14 94,40 0,03 0,02 0,11 0,22 
H10 15 94,21 0,03 0,02 0,11 0,22 
H12 16 94,93 0,13 0,08 0,11 0,27 
C5 17 94,37 0,07 0,04 0,11 0,23 
G5 18 94,00 0,04 0,02 0,11 0,22 
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APÊNDICE C: Conceitos Básicos para Avaliar a Incerteza de Medição 
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Serão abordados os conceitos para a avaliação e a expressão da incerteza em 
medição que foram utilizados nas medições de temperatura do termociclador, 
fundamentados no Gnia para a Expressão de Incerteza de Medição - GUM 
(INMETRO, 2012a). ° GUM é uma tradução do INMETRO autorizada pelo Birô 
Internacional de Pesos e Medidas (BIPM) da sua publicação "Evaluation of 
measurement data - Guide to the expression ofuncertainty in measurement", conhecida 
como GUM 2008. Este guia representa um consenso internacional usado para nortear 
trabalhos relacionados à medição de parâmetros. É adotado na maioria dos países e 
traduzido em quase todas as línguas modernas (INMETRO, 2012a). 
As regras estabelecidas no GUM (INMETRO, 2012a) foram preparadas por um 
gmpo de trabalho conjunto formado por especialistas C0111 o suporte das seguintes 
organizações: Birô Internacional de Pesos e Medidas (BIPM), Comissão Eletrotécnica 
Internacional (IEC), Organização Internacional de Normalização (ISO), Organização 
Internacional de Metrologia Legal (OIML), Federação Internacional de Química Clínica 
(IFCC), União Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC), e União 
Internacional de Física Pura e Aplicada (IUPAP). 
Avaliar e expressar a incerteza de medição consiste em quantificar a qualidade de 
um resultado de medição de uma grandeza física. ° GUrv1 (INMETRO, 2012a) fornece 
regras gerais para avaliar e expressar a incerteza de medição, e a define como "o 
parâmetro, associado ao resultado de lima medição, que caracteriza a dispersão dos 
valores que podem ser razoavelmente atribuidos ao mensuraudo". ° Vocabulário 
Internacional de Metrologia - VIM (INMETRO, 2012b) define a incerteza de medição 
como "o parâmetro não negativo que caracteriza a dispersão dos valores atribuídos a 
um mensurando, com base nas informações utilizadas ". 
° parâmetro que caracteriza a dispersão dos valores atribuídos ao mensurando 
pode ser entendido em função de um desvio padrão ou de um intervalo de confiança. Os 
componentes da incerteza de medição podem ser estimados com base na distribuição 
estatística dos resultados das séries de medições, denominados Avaliação Tipo A da 
Incerteza Padrão; ou estimados por meio de distribuição de probabilidades assumidas 
para diferentes casos, como por exemplo, um certificado de calibração ou uma 
recomendação de um manual, denominados Avaliação Tipo B da Incerteza Padrão. 
Ambos os tipos de avaliação da incerteza de medição são baseados em distribuições de 
probabilidade e os componentes de incerteza resultantes de cada tipo são quantificados 
por variâncias ou desvios-padrão (INMETRO, 2012a). 
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Segundo o GU!\1 (INMETRO, 20 12a) "A incerteza do resultado de uma medição 
reflete a falta de conhecimento exato do valor do mensurando". Assim, mesmo com 
uma incerteza grande. o resultado de uma medição poderá estar muito próximo do valor 
do mensurando. Determinar o valor do mensurando, ou o valor de uma grandeza fisica a 
ser medida, é o objetivo de uma medição. ° resultado de uma medição deve ser 
representado pela estimativa do valor do mensurando e acompanhado pela declaração 
da incerteza dessa estimativa. 
Identificação das fontes de incertezas de medição 
A identificação das fontes de incerteza é etapa fundamental para a expressão das 
incertezas de medição. ° GUM (INMETRO, 20 12a) recomenda identificar as possíveis 
fontes de incerteza de medição para que sejam avaliadas, após conhecidas às 
informações sobre o grau de contribuição da incerteza no processo de medição. 
° Diagrama de Causa e Efeito (DCE), proposto por ISHlKA WA (1989), tem sido 
recomendado pelo Guia Eurachem (ELLISON et al., 2012) para identificar as fontes de 
incertezas de medição. ° DCE constitui ferramenta do Sistema da Qualidade muito 
usada na área industrial para determinar a relação de causa e efeito de um processo. 
Tem por objetivo organizar nos ramos de um diagrama, as causas que conduzem a 
determinado efeito, ou neste caso, organizar os fatores que contribuem para as 
incertezas de determinada medição. 
Estimativa de incertezas de medição 
Para realizar a estimativa de incertezas de medição é necessário avaliar a natureza 
das contribuições das incertezas, de modo a obter as incertezas padrão, e, a seguir, a 
incerteza combinada. 
A Incerteza Padrão consiste no desvio padrão estimado associado a cada 
estimativa de entrada, ou a cada estimativa de fonte de incerteza. Poderá ser 
categorizada em Avaliação Tipo A da Incerteza Padrão, quando a incerteza for 
caracterizada pela experimentação, por meio de medições diretas ou indiretas das 
grandezas fisicas. Será categorizada em Avaliação Tipo B da Incerteza Padrão, quando 
for avaliada pelo conhecimento de informações sobre a medição, expressas em manuais 
técnicos de fabricantes, livros, normas, artigos de congresso, relatórios e regulamentos 
técnicos, dentre outras fontes (INMETRO, 2012a). 
A combinação de incertezas padrão irá determinar a Incerteza Padrão 
Combinada. Após será necessário determinar a Incerteza Expandida, que representa o 
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intervalo sobre o qual estará contido o valor da medição, com dado nível de confiança. 
Esta seção apresentará os passos do procedimento para a avaliação e a expressão da 
incerteza de medição definidos no GUM, complementados com alguns procedimentos 
descritos pelo Guia Eurachem (ELLlSON et al., 2012). Os passos do procedimento para 
a avaliação e a expressão da incerteza de medição, considerando grandezas de entrada 
não correlacionadas, são apresentados a seguir: 
a) Determinação do mensurando 
O mensurando Y pode ser determinado em função de N grandezas de entrada Xl. 
X2 .... , Xv, como na equação (1): 
Y = f(XVX2, .•• ,XN) (1) 
onde: Xi, X2 .... s X"são grandezas de entrada com uma incerteza associada. 
b) Identificação e determinação das contribuições das fontes de incertezas de 
medição 
Aplicação do Diagrama de Causa e Efeito 
c) Avaliação da Incerteza Padrão das estimativas de entrada 
Avaliação Tipo A da Incerteza Padrão. 
As estimativas das contribuições das fontes de incertezas obtidas por meio de 
observações repetidas independentes são associadas às distribuições de frequência, e 
aproximadas a uma distribuição de probabilidade. Para estes casos os componentes da 
incerteza são referidos como incerteza padrão Tipo A, e expressos pelos desvios padrão 
da média, representados na equação (2). 
- S(Xa 
u(Xa = u(Xi) = -.fii (2) 
onde S(Xj) é o desvio padrão das observações repetidas de entrada e 11 o número 
de repetições. 
Avaliação Tipo B da Incerteza Padrão. 
As contribuições das fontes de incertezas não obtidas por meio de observações 
repetidas são associadas a distribuições a priori, em geral são aproximadas às 
distribuições retangulares, triangulares ou normais, a depender da possibilidade de 
variabilidade destas fontes de incertezas, declaradas nas informações disponíveis, tais 
76 
como: dados de medidas prév ias. conhecimento do comportamento e das propriedades 
de instrumento e materiais re le\ antes, especificações dos fabricantes, dados fornecidos 
em certificados de calibração e outros certificados, incertezas atribuídas a dados de 
referência extraídos de manuais. Para estes casos os componentes da incerteza são 
referidos como incerteza padrão Tipo B, e expressos pelos desvios padrão representados 
nas equações (3) a (5). 
a 
u(Xi) = -= (3) 
\'3 
onde: u(Xi) é a estimativa de incerteza para distribuições retangulares com 
intervalos de "± a". 
a 
u(Xa = -f6 (4) 
onde: u(Xi) é a estimativa de incerteza para distribuições triangulares com 
intervalos de "± a". 
u(Xi) = U(declarado no certificado) 
k 
(5) 
onde: u(Xi) é a estimativa de incerteza para distribuições t-Student com incerteza 
herdada da calibração de equipamentos, com o valor de U (incerteza expandida) e k 
(fator de abrangência) declarados no certificado de calibração. 
d) Determinação da Incerteza Padrão Combinada 
A expressão geral para a Incerteza Padrão Combinada é dada pela equação (6). 
uc(y) = I I C[U(Xi)2 
i=l,N 
(6) 
onde: c; é o coeficiente de sensibilidade. 
o coeficiente de sensibilidade é descrito na equação (7) e descreve como o valor 
de y varia com a mudança nas grandezas de entrada (ELLISON et aI., 2012). 
ay 
Ci=- 
õ x, (7) 
Admite-se que quando uma contribuição de incerteza está associada ao 
procedimento como um todo, é em geral expressa como um efeito no resultado final. 
77 
Nesses casos, ou quando a incerteza sobre um parâmetro é expressa diretamente 
em termos do seu efeito sobre r. o coeficiente de sensibilidade c, = ::i é igual a 1 
(ELLISON, 2012). 
e) Determinação da Incerteza Expandida 
A Incerteza Expandida U é obtida, multiplicando-se a Incerteza Padrão 
Combinada u.iy) por um fator de abrangência k, conforme equação (8). 
U = kuc(y) (8) 
° fator de abrangência k é determinado com base no nível de confiança escolhido, 
em geral 95%, e no número de Graus de Liberdade Efetivo (GLE) calculado pela 







onde: Vi é o número de graus de liberdade da variável i. 
Uma vez calculado o número de graus de liberdade efetivo, e definido o nível de 
confiança, consulta-se o valor de k na tabela t-Student. 
f) Apresentação dos Resultados 
Quando se relata o resultado de uma medição em termos da Incerteza Expandida, 
U = k lIc(}), deve-se fornecer: 
• uma descrição completa de como o mensurando Y é definido; 
• o resultado de medição como Y = y ± U; 
• as unidades de y e U; 
• o valor de k usado para obter U; 
• o nível de confiança associado ao resultado; 
• o valor de U com apenas 2 algoritmos significativos. 
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